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Qptimierte Herstellung von viralen, von Parvoviren abgeleiteten Vektoren 
in Veroackungs- und Produktionszellen durch HSV-Infektion 
oder Behandhmg mit Inhibitoren der DNA-Methylierung 

Die vorliegende Erfindung betriffi Mittel zum Erhehen der Ausbeute bei der Her- 
stellung viraler Vektoren, die von Parvoviren abgeleitet sind. 

Genetisch modifizierte Viren haben sich fur den Gentransfer in Saugerzellen, ins - 
besondere in humane Zellen als geeignet herausgestellt Dazu werden die Viren in 
aller Regel genetisch modifiziert, urn sie als Trager (virale Vektoren) fur den 
Gentransfer eines oder mehrerer Transgene verwenden zu kOnnen. 

Beispiele deizeit verwendeter viraler Vektoren sind Vektoren, die von Adeno- 
viren, Herpes-Viren, Retroviren oder von Parvoviren, wie den adeno-assoziierten 
Viren (AAV) abgeleitet sind (Pfeifer und Venna (2001) Anna Rev. Genomics 
Hum. Genet 2:177-211). 

Die Familie der Parvoviren (Parvoviridae) umfasst die kleinsten (18-26 nm), nicht 
von einer Membran umhiillten Viren. Das Genom der Parvoviren enthalt eine li- 
neare Einzelstrang DNA, wobei + und - Strange in gleichem Verhaitnis verpackt 
werden. Die Familie der Parvoviren gliedert sich in zwei Unterfamilien, die Par- 
vovirinae und die Densovirinae. Die Parvovirinae wiederum umfassen drei Gene- 
ra, die Parvoviren, die Erythroviren und die Dependoviren. AAV gehort zu den 
Dependoviren und ist ein humanes Virus, welches entweder in Form eines Provi- 
rus in das Genom integriert vorliegt oder eine lytische Infektion verursacht. Aus 
diesem Grund ist AAV als allgemeiner Transduktionsvektor von Saugerzellen von 
Interesse. Von AAV sind zurzeit zahlreiche Serotypen bekannt, z.B. AAV-1, 
AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-7 und AAV-8 (Gao G-P et al. 
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(2002) PNAS 99:11854-9). Es ist zu erwarten, dass in Zukunft weitere AAV 
Serotypen isoliert werden. AAV-2 zJ3. enthSlt eine lineare Einzelstrang DNA von 
ca 4,7 Kilobasen (kb) Lange. Die viralen Partikel, die aus drei viralen Proteinen, 
VP1, VP2 und VP3 zusammengesetzt sind, enthalten einen Strang viraler DNA, 

5 welcher entweder die eine Polaritat (+) oder die andere Polaritat (-) besitzt Bei- 
spiele fur von AAV abgeleitete virale Vektoren sind allgemein bekannt M5glich- 
keiten zu ihrer Herstellung werden im Anschluss beschrieben. ErfindungsgemaB 
eingeschlossen sind ebenfalls Kapsidmutanten dieser Serotypen. Unter "Kapsid- 
mutanten" wird im Rahmen dieser Erfindung verstanden, dass die AAV-Partikel 

10 ein mutiertes Kapsid enthalten konnen. Dieses kann eine Mutation einer oder 
mehrerer Aminosauren, eine oder mehrere Deletionen und/oder Insertionen um- 
fassen. Entsprechende Beispiele sind fur den Fachmann aus folgenden Literatur- 
steUen bekannt: WO 99/67393, Grifinan M. et al (2001) MoL Ther. 3(6):964-75, 
Wu P. et al. (2000) J. Virol 74(18):8635-47, Chandler LA et al. (2000) Mol. Ther. 

15 2(2):153-60, Hirate RK and Russell DW (2000) J. Virol. 74(10):4612-20, Girod A 
et al. (1999) Nat Med 5(12):1438, Girod A et al. (1999) Nat Med. 5(9):1052-6 
oder in Bartlett JS et al. (1999) Nat Biotechnol. 17(2):181-6. 

Ein wesentlicher Gesichtspunkt bei der Entwicklung geeigneter lebender Vekto- 
20 ren sind Sicherheitsaspekte in Verbindung mit der Verwendung der genannten 
Vektoren in der Gentherapie am Menschen. Aus diesem Grand werden im Allge- 
meinen "replikationsdefiziente" Viren entwickelt, d.h. Viren, die zwar eine Zelle 
infizieren und die Transgene in diese Zelle transferieren konnen, die aber nicht in 
der Lage sind, sich in diesen Zellen zu vermehren. Dies wird zum Beispiel da- 
25 durch erreicht, dass Gene, die fur die Virusvermehrung wichtig sind, deletiert 
werden, z.B. Gene, die fur Strukturproteine kodieren und, wo dies angebracht ist, 
an deren Stelle das Transgen oder die Transgene eingebaut werden. Zur Produkti- 
on der ftlr die Gentherapie ben5tigten nicht-vermehrbaren Viren sind dann weitere 
Gene notwendig, die das Fehlen der Strukturproteingene in der Zelle kompensie- 
30 ren. 
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Im Allgemeinen werden fiir die Bildung von Viruspartikeln die folgenden Gene 
benotigt: 

a) Gene, die auf dem Vimsgenom natOrlicherweise vorkommen, aber im rekom- 
5 binanten Virus (teilweise) nicht mehr vorhanden sein kfinnen. Im Falle von 
AAV sind dies die rep- und cap-Gene. Nukleinsauresequenzen, die derartige 
Gene tragen, werden im Rahmen dieser Erfindung als , JHelfeikonstrukte" be- 
zeichnet 

10 b) Gene, die auf dem Genom anderer Viren (sog. „Helferviren") vorkommen 
oder Gene, die auf dem Genom der Zelle vorkommen, in der die Viruspartikel 
hergestellt werden. Nukleinsauresequenzen. mit derartigen Genen werden im 
Rahmen dieser Erfindung als „Helfergene" bezeichnet Es gibt virale Vekto- 
ren, bei denen derartige Helfergene zur Partikelbildung nicht erforderlich sind. 

15 

Insbesondere werden unter Helfergenen im Sinne der vorliegenden Erfindung 
bei der Herstellung von AAV-Vektoren die Gene der Helferviren von AAV 
und/oder zellulare Gene verstanden, deren Genprodukte fur die Replikation 
der AAV notwendig sind bzw. diese fbrdern. Beispiele fiir adenovirale Hel- 

20 fergene sind beispielsweise die Gene E1A, E1B, E4, E2A und VA. E1A ist 
dabei fllr die Transaktivierung des AAV p5 Promoters erforderlich. Die Gen- 
produkte E1B und E4 dienen hierbei zur VerstMrkung der AAV mRNA- 
Akkumulation. Die Genprodukte E2A und VA dienen der Verstarkung des 
AAV mRNA-SpleiBens sowie der Translation. Ferner sind als Helfergene 

25 Herpes Simplex Virus (HSV) Helfergene eingeschlossen. Dies konnen bei- 
spielsweise die sieben Replikationsgene UL5, UL8, UL9, UL29, UL30, UL42 
und UL52 sein. UL 5, 8 und 52 bilden den HSV Helikase-Primase Komplex, 
UL29 kodiert fttr das Einzelstrang-DNA Bindungsprotein, UL42 fiir ein Dop- 
pelstrang-DNA Bindungsprotein, UL30 kodiert fiir die HSV DNA Polymerase 

30 und UL9 kodiert schliefllich fiir ein Protein, welches an den HSV Replikati- 
onsursprung bindet (siehe Weindler FW and Heilbronn R (1991) J. Virol. 
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15 



65(5):2476-83). Die Verwendung des Helfervirus an Stelle der einzelnen Hel- 
fergene, beispielsweise des Adenovirus-Typ 5 (Ad5), ist besonders vorteilhaft, 
weil dies der nattirlichen Situation der AAV-Vermehrung in Gegenwart von 
Helferviren am nachsten kommt und somit die Verpackung von rAAV- 
Partikeln sehr effizient ist Andere Helferviren sind beispielsweise Herpesvi- 
ren oder Vacciniaviren. 

c) Nukleinsauren, die die heterologe, Ah. Virus-fremde DNA enthalten, die 
durch den viralen Vektor in andere Zellen eingebracht werden soil. Diese 
DNA ist in der Regel durch Virus-eigene Sequenzen wie z.B. ITR's flankiert, 
die fur die Replikation der DNA und fur die PartikeMdung wichtig sind. Nu- 
kleinsauresequenzen, welche die heterologe DNA zusammen mit den ge- 
nannten Virus-eigenen Sequenzen wie ITR's umfassen, werden im Rahmen 
dieser Erfindung als „Vektoikonstrukte" bezeichnet 

Im folgenden wird die Herstellung viraler Vektoren am Beispiel von AAV niwer 
erlautert: 



Eine Methode zur Herstellung relativ groBer Mengen an rAAV-Partikeln ist die 
20 Co-Transfektion einer eukaryotischen Zelle mit zwei rekombinanten AAV- 
Plasmiden in Form einer Mischung und Infektion mit einem Helfervirus (Cbiorini, 
J. A. et al. (1995) Human Gene Therapy 6:1531). Das erste rekombinante AAV- 
Konstrukt enthalt ein oder mehrere Transgen(e) welche(s) von zwei ITR- 
Regionen begrenzt, d.L flankiert wird (werden) (Vektorkonstrukt). Das zweite 
25 rekombinante AAV-Konstrukt, das Helferkonstrukt, enthalt die AAV-Gene, wel- 
che fur die Herstellung der Viruspartikel notwendig sind (rep- und cap- Gene). 
Die Abwesenheit der ITR-Regionen im Helferkonstrukt sollte die Verpackung der 
rep- und cap-Gene in AAV-Partikel und damit die Bildung von unerwunschtem 
WUdtyp AAV verhindem. AnschlieBend werden geeignete Zellen, welche sowohl 
30 fur das rekombinante AAV Konstrukt, als auch fur das Helfervirus permissiv, d.h. 
zugSnghch sind, mit den beiden AAV-Konstrukten transfiziert. Solche pennissi- 
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ven Zellen sind z.B. HeLa-Zellen. Nach der Infektion der transfizierten Zellen mit 
Helferviren wie z.B. Adenovirus, werden die AAV-Gene exprimiert, die transge- 
ne DNA wird repliziert und die rekombinanten AAV-Partikel (rAAV-Partikel) 
werden verpackt und zusammengesetzt. Die rAAV-Partikel enthalten das (die) 

5 Transgen(e), auf beiden Seiten fiankiert durch die ITR-Regionen, in Form einer 
einzelstringigen DNA. Zur gleichen Zeit repliziert das Helfervirus in diesen Zel- 
len, was im Fall der Verwendung von Adenoviren als Helferviren im allgemeinen 
zu Lyse und Tod der infizierten Zellen nach wenigen Tagen fuhrt Die rAAV- 
Partikel und auch die gebildeten Helferviren, werden in diesem Zusammenhang 

10 teilweise in das Zellkulturmedium fteigesetzt oder verbleiben in den lysierten 
Zellen. Ein Review fiber die Verwendung von AAV. als allgemeinen Transdukti- 
onsvektor fur Saugerzellen findet sich z.B. bei Muzyczka, N. (1992) in Current 
Topics in Microbiology and Immunology 158:97. 

15 Ein erheblicher Nachteil bei dieser Art der Herstellung von rAAV-Partikeln be- 
steht darin, dass Heifer- und Vektorkonstrukte fur jeden Herstellungsgang produ- 
ziert werden miissen, was unter GMP Bedingungen ein kostspieliger Vorgang ist 
Auch Plasmidtransfektionen sind Schritte, die in einem kommerziellen Produkti- 
onsvorgang vennieden werden sollten. 

20 

Urn die Transfektion von Plasmiden zu venneiden, wurden Verpackungszelllinien 
entwickelt, die Kopien des gesamten AAV-Genoms ohne die flankierenden ITRs 
und mit rep- und cap-Genen unter Kontrolle ihrer natQrlichen viralen Promotoren 
enthalten. Diese Promotoren, P5, P19 und P40, sind in Abwesenheit einer Infekti- 

25 on durch ein Helfervirus inaktiv (Inoue and Russels (1998) J. Virol. 72:7024- 
7031; Gao et al. (1998) Human Gene Therapy 9:2353-2362). Nach Infektion mit 
einem Helfervirus wird die stabil transfizierte Verpackungszelllinie (z.B. HeLa 
Zelilinie) zur Expression der AAV-Gene induziert Solche ZelUinien konnen ftir 
die Herstellung grofier Mengen an AAV, speziell fur kommerzielle Anwendungen 

30 verwendet werden (Allen et al. (1997) J. Virol. 71:6816-6822; Wang et al. (1998) 
J. Virol. 72:5472-5480). 
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Ein Nachteil bei der Verwendung der publizierten VerpackungszeWinien zur Her- 
steUung von viralen Vektoren ist die Tatsache, dass nur ein Rekombinationsereig. 
nis mit dem Vektorgenom fur die Entstehung von Wildtyp-AAV (rcAAV) erfor- 
5 derlich ist, weshalb solche Zeillinien fur den Einsatz in der Gentherapie aufgrund 
des unfibrochaubaren Risikos nicht in Frage kommen. 

Um die Produktion von rAAV in groBem MaBstab zu erlauben, dabei aber die 
Entstehung von Wildtyp-AAV im Wesentlichen zu verhindern, wurden neue fur 
10 die Herstellung von rAAV geeignete Heifer- und Vektorkonstrukte entwickelt, 
mit denen Wirtszelllinien in Form von Verpackungs- und Produktionszelllinien 
hergestellt werden. HierfUr wurde die Strategie verfolgt, die rep- und cap-Gene 
funktionell zutrennen (siehe DE 10044348). 

15 Die Herstellung von viralen Vektoren, besonders von AAV, erfolgt bevorzugt 
durch eine Verpackungszelle, eine Vektorzelle oder eine Produktionszelle (Defi- 
nition s.a). Diese Zellen k6nnen abhangig oder unabhangig von einem Helfervi- 
russein. 



20 



25 



Eine solche Verpackungs-, Vektor- oder Produktionszelle kann von einem Heifer- 
virus abhangig sein, wenn die AAV-Produktion eine Infektion mit einem Heifer- 
virus erfordert Eine solche Verpackungs-, Vektor- oder Produktionszelle kann 
aber auch Helfervirus-unabhangig sein, wenn die AAV-Produktion keine Infekti- 
on mit einem Helfervirus erfordert Eine solche von einem Helfervirus unabhan- 
gige Verpackungs-, Vektor- oder Produktionszelle enthfilt normalerweise Gene, 
die fur die Induktion der AAV-Produktion unter der Kontrolle eines induzierbaren 
Promotors notwendig sind. Solche Gene kOnnen viraler oder zellularer Herkunft 



sem. 



30 Im Rahmen der durchgefuhrten Versuche zur Entwicklung neuer, fflr die Herstel- 
lung von rAAV geeigneter Heifer- und Vektorkonstrukte, wurde zunachst ver- 
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sucht, ein cap-Gen Expressionskonstrukt zu verwenden, bei dem das cap-Gen 
unter der Kontrolle des homologen P40-Promotors steht 

Die Begriffe „nattirlicher Promotor" bzw. „homologer Promoter" bedeuten, dass 
5 die genetische Einheit des Promoters bzw. der regulatorischen Sequenz aus dem 
gleichen Organismus stammt wie der Rest der Einheit, mit dem sie verglichen 
wird. Umgekehrt bedeutet ein „heterologer" oder „nicht nattirlicher Promotor", 
dass der Promotor von seiner natilrlichen kodierenden Sequenz getrennt wurde 
und operativ mit einer anderen kodierenden Sequenz verbunden wurde. 

10 

Die Verwendung eines cap-Gen Expressionskonstruktes unter der Kontrolle des 
P40-Promotors basierte auf der allgemeinen Lehrmeinung, dass ftr AAV-2 der 
P40-Promotor (bzw. die entsprechenden Promotoren der anderen AAV- 
Serotypen) mehr oder minder allein die Expression des cap-Gens steuert (Snyder 

15 RO (1999) J. Gene Med. 1:166-75). Allerdings konnte festgestellt werden, dass 
diese Konstrukte zwar eine starke Expression des Cap-Proteins bewirkten, diese 
aber nicht mehr regulierbar (d.h. konstitutiv) und somit auch nicht mehr durch 
Helferviren induzierbar waren (vergleichbar mit einem heterologen Promotor). 
Als Folge gelang es nicht, ein derartiges cap-Expressionskonstrukt in den Wirts- 

20 zellen stabil zu integrieren, da die konstitutiv exprimierten Cap-Proteine vennut- 
lich toxisch auf die Zellen wirkten. Zudem wurden bei Verwendung dieses cap- 
Expressionskonstrukts offenbar hauptsSchlich leere Kapside gebildet, da die er- 
zielten Titer an transduzierenden rAAV vergleichsweise niedrig waren. 

25 Wie in DE 10044348 beschrieben, lassen sich mit Hilfe einer HeLa-ZeU-basierten 
Verpackungszelliinie, in der die rep- und cap-Gene von AAV funktionell getrennt 
sind sowie das cap-Gen unter der Kontrolle auch der anderen, eigentlich dem rep- 
Gen zugeordneten, homologen Promotoren, im Falle von AAV-2 also P5, P19 und 
P40, steht hohe Ausbeuten an rAAV-Partikeln erzielen, ohne dass dabei jedoch 

30 replikationskompetente Wildtyp-AAV (rcAAV)-Partikel gebUdet werden. Die 
Bezeichnungen P5, P19 und P40 werden fQr alle Serotypen verwendet (Xiao et al. 
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(1999) J. Virol. 73:3994-4003; Bantel-Schaal et al. (1999) J. Virol. 73:939-47; 
Chiorini et al. (1999) J. Virol. 73:1309-19; Chiorini et al. (1997) J. ViroL 
71:6823-33); fiir AAV-4 wurde jedoch der P5-Promotor auch als P7-Promotor 
bezeichnet (Chiorini et al. (1997) J. Virol. 71 :6823-33). 

5 

Unter den Ausdrucken ,,funktionell unabhangige Einheiten" oder M funktionell 
getrennt" wird verstanden, dass zwei oder mehrere Gene nicht tiberlappen, wobei 
der BegrifT "Gen" neben der kodierenden Sequenz auch den entsprechenden Pro- 
motor umfasst. Konkret heiflt dies fur das rep- und das cap-Gen, fur die im Wild- 

10 typ AAV-Genom die kodierende Sequenz des rep-Gens mit der kodierenden Se- 
quenz des cap-Gens und dem cap-Promotor (P40) Qberlappt, dass beide Gene 
nicht mehr uberlappen. Beispielsweise gelingt dies dadurch, dass beide Teile der 
gemeinsam verwendeten kodierenden Sequenz und der P40 Promoter dupliziert 
werden (siehe beispielsweise Fig. 8). Dies kann verschiedene Anordnungen der 

15 Gene in einem Genom bedeutea Zum einen kSnnen die Gene an verschiedenen 
Orten im Genom lokalisiert sein, sei es an verschiedenen Stellen in das Genom 
integriert oder auf unterschiedlichen Plasmiden lokalisiert oder eine Mischung aus 
diesen beiden MSglichkeiten. Zum anderen kSnnen die Gene auch nebeneinander 
auf dem selben DNA-Molekul, beispielsweise einem Chromosom oder einem 
20 Plasmid, lokalisiert sein, wobei jedoch jedes Gen von seinem eigenen Promoter 
aus kontrolliert wird. Eine derartige Anordnung ist zum Beispiel dann wahr- 
scheinlich, wenn zwei Gene auf unterschiedlichen DNA-Molekulen gemeinsam 
transfiziert werden. Diese Molekule konnen wahrend der Transfektion Konkata- 
mere bilden, die dann an einer Stelle in das Genom integrieren, jedoch nach wie 
25 vor funktionell unabhangige Einheiten bilden. 

In den beschriebenen Zelllinien kSnnen die funktionell getrennten rep- und cap- 
Gene transient, also episomal, transfiziert vorliegen, oder an derselben Stelle bei- 
spielsweise als Konkatamere oder an verschiedenen Stellen in das zellulare Ge- 
30 nom integrieren. Der Vorteil einer solchen Anordnung liegt darin, dass fur die 
Rekonstituierung von rcAAV-Partikeln jeweils mindestens zwei unabhangige 
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Rekombinationsereignisse notwendig waren, die mit einer HSufigkeit von je 10" 7 
pro Zellteilung, also insgesamt mit 1 0* 14 durchaus selten sind. In der Tat konnte in 
einer rekombinanten Viruspraparation, die 2xl0 10 genomische Partikel enthielt, 
kein re AAV nachgewiesen werden. 

5 

, .Die stabile Expression" eines Proteins in einer Zelle bedeutet, dass die fQr das 
Protein kodierende DNA in das Genom der Wirtszelle integriert ist und daher sta- 
bil bei der Zellteilung auf die Tochterzellen weitergegeben wird. Femer kann 
"stabile Expression" bedeuten, dass die DNA episomal vorliegt und durch eine 

10 eigenstandige Replikation stabil gehalten wird. Dies gelingt beispielsweise durch 
bekannte, insbesondere virale Replikationssysteme bestehend aus einem Initiator- 
Protein (z. B. SV40 large T-Antigen, EBNA 1) und einem Replikationsursprung 
(z. B. SV40 ori, EBV oriP). Obwohl auch Episomen, wie beispielsweise Plasmi- 
de, unter bestimmten Bedingungen an die nfichste Generation weitergegeben wer- 

15 den kdnnen, geht genetisches Material, das episomal in der Wirtszelle vorliegt, 
schneller verloren als chromosomal integrities Material. Beispielsweise ist es 
meglich, die Aufrechterhaltung und Weitergabe des interessierenden genetischen 
Materials durch den Einbau eines selektierbaren Markers in unmittelbarer Nahe zu 
dem interessierenden Polynukleotid zu erreichen, wodurch die Wirtszellen, die 
20 das Polynukleotid tragen, unter Selektionsdruck genalten werden kSnnen. 

Zusammenfessend wurde in DE 10044348 somit die Herstellung von HeLa-Zell- 
basierten Verpackungszelllinien beschrieben, in der die rep- und cap-Gene von 
AAV funktionell getrennt sind so wie das cap-Gen unter der Kontrolle der homo- 

25 logen Promotoren, z.B. P5, P19 und P40 stent. Dabei wurden filr die AAV-2- 
Helfeikonstrukte die Promotorregionen der Promotoren P5, P19 und P40 durch 
Mutagenese derart verSndert, dass zwar die Promotorfunktion hinsichtlich des 
Starts der Transkription intakt blieb, durch diese Konstrukte aber kein funktio- 
nelles Rep-Protein exprimiert werden konnte. Unter einem funktionellen Rep- 

30 Protein wird in diesem Zusammenhang verstanden, dass das Rep-Protein seine 
ihm zugeschriebenen Funktionen ausflben kann. Im vorliegenden Fall werden 



WO 03/046190 



PCT/EP02/13532 



-10- 



zwar kurze Rep-Fragmente synthetisiert, diese kOnnen aber keine wichtige Funk- 
tion der Rep-Proteine Qbemehmen. Andere Mutagenese-Moghchkeiten zur Inak- 
tivierung der Expression des Rep-Proteins, z.B. durch die Inaktivierung des Starts 
der Transkription, sind dem Fachmann bekannt. 

So mussten fGr die Adenovirus-induzierbare Transaktivierung des Promoters P40 
die beiden grofien Rep-Proteine Rep 68 und Rep 78, sowie die die fur die AAV 
Verpackung essentiellen kleinen Rep-Proteine von einer zweiten Quelle (in trans 
Oder in cis) zur Verfugung gestellt werden. Solche Rep-Expressionskonstrukte 
konnten nun stabil in das Genom der Wirtszellen integriert werden. Diese Kon- 
strukte besitzen den Vorteil, dass in Abwesenheit eines Helfervirus keine toxi- 
schen Mengen an Rep-Proteinen exprimiert werden und dennoch eine sehr starke, 
durch Helferviren induzierbare Rep-Proteinexpression gewahrleistet ist 

Als „cis"-Element zu einer kodierenden Sequenz wird generell ein operativ mit 
einem zu transkribierenden Gen verbundener Promoter bezeichnet, der sich aber 
nicht notwendigerweise in direkter raumUcher Nahe zu dem zu transkribierenden 
Gen befindet. Der Begriff „operativ verbunden" bezieht sich auf die Anordnung 
von zwei oder mehr Komponenten. Da die Komponenten in einer Beziehung zu- 
einander stehen, wird ihnen erlaubt, ihre Funktion in einer koordinierten Weise 
auszuflben. Beispielsweise ist eine transkriptioneU regulatorische Sequenz oder 
ein Promoter operativ mit der kodierenden Sequenz verbundeu, wenn die tran- 
skriptionell regulatorische Sequenz bzw. der Promoter die Transkription der ko- 
dierenden Sequenz reguliert bzw. starlet Als „trans«-Element zu einer kodieren- 
den Sequenz bezeichnet man dagegen ein Element, das sich auf einem 
unterschiedlichen DNA MolekQl befindet 

Unter dem Begriff regulatorische Sequenz" wird eine genomische Region ver- 
standen, welche die Transkription eines Genes, mit dem es verbunden ist, regu- 
liert. Transkriptionell regulatorische Sequenzen, so wie sie in der vorliegenden 
Erfindung beschrieben sind, schliefien wenigstens einen transkriptioneU aktiven 
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Promoter ein, kQnnen aber auch einen oder mehrere Enhancer und/oder Termina- 
toren der Transkription umfassen. 

. Die eine Art von bevorzugten Helferkonstrukten fur die Herstellung der bevor- 
5 zugten Wirtszelle zur Verpackung von rAAV enthalt NukleinsSuresequenzen ko- 
dierend fiir mindestens ein Rep-Protein, wobei z.B. fiir AAV-2 unter Rep- 
Proteinen die Proteine Rep 78, Rep 68, Rep 52 und Rep 40, insbesondere Rep 68, 
Rep 52 und Rep 40, vor allem Rep 68 und Rep 52 verstanden werden. Die andere 
Art von bevorzugten Helferkonstrukten enthalt Nukleinsauresequenzen, die fiir 
10 wenigstens eines der bekannten Cap-Proteine kodieren, wobei die Cap-Proteine 
die Proteine VP1, VP2 und VP3 sind. Die Gene fiir diese Proteine sowie die HR- 
Sequenzen konnen aus Wildtyp-AAV isoliert werden, die in Form von Klonen 
allgemein erhaltlich sind. So ist beispielsweise der Klon pSM620 bei Samulski et 
al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:2077; der Klon pAVl bei Laughlen et al. 
15 (1983) Gene 23:65 und der Klon sub201 bei Samulski (1987) J. Virol. 61:3096 
beschrieben. 

In einer gemaB DE 10044348 besonders geeigneten Ausfiihrungsform wird fiir 
AAV-2 die Expression des Rep-Proteins durch den natOrlichen AAV-Promotor P5 
20 und die Expression des Cap-Proteins durch den natttrlichen AAV-Promotor P40, 
insbesondere durch die natiirlichen AAV-Promotoren P19 und P40, vor allem 
durch die natOrlichen AAV-Promotoren P5, PI 9 und P40 kontrolliert. Entspre- 
chendes gilt fiir die komplementaren Promotoren der anderen AAV-Serotypen. 

25 Vorhergehende Versuche hatten gezeigt, dass die Verwendung heterologer Pro- 
motoren fiir die Rep-Expression nicht zu einer adaquaten Regulation fiir eine hohe 
Ausbeute an rAAV fiihrte (Holscher C. et al. (1994) J. Virol. 68, 7169-7177); 
Yang Q. et al. (1994) J. Virol. 68, 4847-4856). In einer besonders bevorzugten 
Ausfiihrungsform von DE 10044348 enthalt das Cap-Expressionsplasmid fur 

30 AAV-2 die AAV-Promotoren P5, P19 und P40, urn eine regulierte Expression in 
AbhMngigkeit sowohl von Helfervirus-Infektion oder von Helfervirus- 
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Genprodukten, als auch von Rep-Protein-Expression zu erlauben, da diese Anord- 
nung am besten den naturlichen lytischen AAV-Lebenszyklus widerspiegelt Die- 
se Anordnung erwies sich fur eine strikt regulierte Cap-Protein-Expression als 
sehr geeignet Obwohl bisher in der Literatur zahlreiche Studien publiziert sind, 
5 die heterologe Promotoren fur die Expression grofler Mengen an Cap-Proteinen 
verwendeten (Gao et al. (1998), supra, Grimm D. (1998) Human Gene Therapy 
9:2745-2760), wurden im Rahmen dieser Erfindung die natttrlichen Promotoren 
P5, PI 9 und P40 fur die Cap-Expression verwendet, weil festgestellt wurde, dass 
der P40-Promotor, wenn er sich nicht mehr in der naturlichen Umgebung der 
10 weiteren Promotoren P5 und P19 befindet, als konstitutiver Promotor wirkt 
Durch die Verwendung der naturlichen AAV-Regulationssequenz konnte sicher- 
gestellt werden, dass Transkriptionsfaktoren, die fur die regulierte Expression der 
cap-Gene bendtigt werden, alle BindesteUen in der naturlichen Promotorregion 
vorfinden, um ihre regulatorischen Funktionen auszuilben. 

15 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonn von DE 10044348 sind die Ex- 
pression des Rep-Proteins und des Cap-Proteins in der WirtszeUe voneinander 
unabhangig reguliert. Dieser Ansatz wurde gewahlt, weil herausgefunden wurde, 
dass fur eine effiziente Verpackung von rAAV in stabilen Zelllinien zunachst eine 

20 schwache Cap-Expression erforderlich ist, da andernfalls hohe Cap-Mengen to- 
xisch auf die Zellen wirken bzw. groBe Mengen an leeren ICapsiden gebUdet wer- 
den. Zum Zeitpunkt der Verpackung muss hingegen eine starke Cap-Expression 
erfolgen. Diese beiden Kriterien kann ein konstitutiver, heterologer Promotor 
nicht gleichzeitig erfullen. Dies kann zwar durch die Verwendung von induzierba- 

25 ren, heterologen Promotoren verbessert werden, die exakte zeitiiche Regulation 
sowie die Cap-Expressionsstarke durch derartige Promotoren sind in der Praxis 
jedoch SuBerst schwer umzusetzen. Durch die Verwendung der naturlichen ho- 
mologen Promotoren ist die Expression von Cap an die Aktivierung durch Helfer- 
virus-Genprodukte und/oder zeUulare Helfergene sowie Rep gekoppelt und somit 

30 zeitlich genau wie in der Wildtyp-Situation gesteuerL 
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Besonders vorteilhaft erfolgt die Termination der Transkription der fur die Rep- 
Proteine und die Cap-Proteine kodierenden Nukleinsauren durch die naturlichen 
regulatorischen Sequenzen, insbesondere durch das natOrliche AAV-PolyA- 
Signal. Ahnlich wie bei der Initiation der Transkription erhSht auch die Verwen- 
5 dung homologer Sequenzen zur Termination der Transkription der AAV-cap- und 
rep-Gene die Menge der durch das AAV-Vektorsystem produzierten rAAV- 
Partikel. 

Geeigneterweise wird als Wirtszelle eine eukaryotische Zelle, bevorzugt eine 
10 SSugeizelle, besonders bevorzugt eine Insektenzelle oder menschliche Zelle oder 
eine Zelllinie, insbesondere HeLa-Zellen, A549 Zellen, K209 Zellen, B50 Zellen, 
Z21 1 Zellen (letztere siehe Gao G. et al. (2002) MoL Ther. 5:644-649) verwendet. 
GrundsStzlich Wann jede Zelle bzw. Zelllinie verwendet werden, die fQr das Vek- 
torkonstrukt, das Helferkonstrukt und gegebenenfalls fur das Helfervirus per- 
is missiv, <Lh. zug&nglich ist HeLa-Zellen haben sich als besonders vorteilhaft er- 
wiesen, weil der AAV-P5-Promotor in HeLa-Zellen nahezu inaktiv ist und es 
deshalb moglich ist, in ihr Genom stabil eine Expressionkassette fur das AAV- 
Rep-Protein unter der Kontrolle der natQrlichen regulatorischen Elemente zu inte- 
grieren, so dass das Rep-Protein in diesen Zellen nicht toxisch wirkt (Clarke et al. 
20 (1995) Human Gene Therapy 6, 1229-1341; Tamayose et al. (1996) Human Gene 
Therapy 7, 507-513; Inoue & Russell (1998) supra; Gao et al. (1998) supra). 

Eine weitere bevorzugte Ausflihrungsfonn von DE 10044348 besteht aus einem 
Helferkonstrukt enthaltend Nukleinsauresequenzen kodierend fUr mindestens ein 

25 Rep-Protein, wobei die Rep-Proteine Rep 68, Rep 52 und/oder Rep 40, nicht aber 
Rep 78 sind, weil iiberraschenderweise festgestellt werden konnte, dass neben 
Rep 52, Rep 40 sowie den drei Cap-Proteinen VP1, VP2 und VP3 die zusatzliche 
Expression nur des Rep 68 ffir die Verpackung von AAV-Vektoren ausreichend 
ist Der Vorteil dieser Rep 78-defizienten Helferkonstrukte liegt darin, dass das 

30 grSBte Rep-Protein, das fUr die Verpackungszellen am meisten toxisch ist, Hber- 
haupt nicht exprimiert wird. Ferner wurde herausgefunden, dass Rep 78 unter den 
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Rep-Proteinen die groflte hemmende Aktivitat auf zellul&re Ablaufe wie bei- 
spielsweise die Transkription besitzL Daher kann bei Verwendung dieses Helfer- 
konstrukts aufgrund der Abwesenheit von Rep 78 die Verpackungseffizienz ge- 
steigert werden. Sowohl Rep 68 als auch Rep 78 werden im natttrlichen System 
5 durch den Promoter P5 exprimierL Die Verwendung des Rep 78-defizienten Hel- 
ferkonstrukts ist weiterhin vorteilhaft, weil Rep 68 im Vergleich zu Rep 78 in 
Adenovirus-infizierten Zellen den starkeren Transaktivator der AAV-Promotoren 
P19 und P40 darsteUt (H6rer et al. (1995) J. Virol. 69, 5485-5496; Weger et al. 
(1997) J. Virol. 71, 8437-8447). Daher fuhrt die Verwendung dieses Rep 78- 
10 defizienten Helferkonstrukts zu einer gesteigerten Expression der kleineren Rep- 
Proteine Rep 40 und Rep 52 sowie der Capsidproteine und damit der gewflnschten 
hSheren VerpackungsefBzienz. 

Die Verwendung von viralen Vektoren als virale Transduktionsvektoren in der 
15 Gentherapie erfordert im allgemeinen relativ groBe Mengen an rekombinanten 
Viruspartikeln. Der Ausdruck „rekombinant", so wie er im Rahmen dieser Erfin- 
dung gebraucht ist, bezieht sich dabei auf eine genetische Einheit, die gegeniiber 
jener Einheit, die nattirlicherweise gefunden wird, verandert ist Somit sind Ver- 
fahren von groBer wirtschaftlicher Bedeutung, mit denen eine hone Ausbeute an 
20 rekombinanten Viruspartikeln erzielt werden kann. Im Stand der Technik sind 
einige Verfahren bekannt, Z.B. durch Optimierung der rAAV-Produktion mit Hil- 
fe des Herpes Simplex Amplicon-Systerns (Feudner et al. (2001) J. Virol. Meth. 
96:97-105), durch die Verwendung eines rekombinanten Adenovirus, der rep und 
cap enthalt, als Helfervirus (Zhang et al. (2001) Gene Ther. 8:704-712) oder die 
25 Herstellung stabiler AAV-ProduktionszeUIinien (Clark et al. (1995) Hum. Gene 
Ther. 6:1329-1341). 

Trotz diesen im Stand der Technik bekannten Verfahren ist die Ausbeute an re- 
kombinanten Viruspartikeln haufig immer noch unzureichend. Dies gilt insbeson- 
30 dere fur die FaHe, in denen mit Helfergenen und/oder -konstrukten stabil transfi- 
zierte Zellen zur Herstellung von rekombinanten Viruspartikehi verwendet 
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werden (siehe z.B. Grimm und Kleinschmidt (1999) Hum. Gene Ther. 10:2445- 
2450, Seite 2447-2448 "Use of producer cell lines"). 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, Mittel und Verfahren bereitzu- 
5 stellen, die eine erhohte Ausbeute bei der Herstellung rekombinanter Viruspartikel 
ermSglichem 

Die Aufgabe wird gelSst durch die Verwendung eines DNA- 
MethyUerungsinbibitors zur Herstellung von viralen, von Parvoviren abgeleiteten 
10 Vektoren. 

Oberraschenderweise hat sich im Rahmen der vorliegenden Erfindung herausge- 
stellt, dass durch die Zugabe von Memyherungsinhibitoren bei der Herstellung 
von viralen, von Parvoviren abgeleiteten Vektoren die Verpackungseffizienz 

15 deutiich gesteigert werden kann, und damit die Ausbeute an Vektoren wesentlich 
erhoht werden kann. Dies gilt in besonderem MaBe fiir rAAV und ganz besonders 
fur die Herstellung von rAAV in stabilen AAV-Verpackungs- und/oder Produkti- 
onszelllinien. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist es beispielsweise m6g- 
lich, rAAV in stabilen AAV-Verpackungs- und/oder Produktionszelllinien effizi- 

20 ent herzusteUen. Dadurch kann nun erstmals bei der Herstellung von AAV in 
grofiem Mafistab mit stabilen Zelllinien gearbeitet werden, die derart konstruiert 
sind, dass aufgrund fast ausgeschlossener Rekombinationsereignisse eine beson- 
ders hohe Sicherheit besteht Ein derartiger auf einer Methylierung bzw. deren 
Hemmung basierender Effekt bei der Herstellung von viralen, von Parvoviren 

25 abgeleiteten Vektoren wurde bislang in der Technik nicht beschrieben (siehe z.B. 
Tamayose et al. (1996) Hum. Gene Ther. 7:507-13; Inoue and RusseU (1998) J. 
Virol. 72:7024-31; Liu et al. (1999) Gene Ther. 6:293-9; Chadeuf et al. (2000) J. 
Gene Med. 2:260-8; Tessier et al. (2001) J. Virol. 75:375-83). 
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Gegenstand der vorUegenden Erfindung ist somit die Verwendung eines DNA- 

MethyUenmgsinhibitors zur Herstellung von viralen, von Parvoviren abgeleiteten 
Vektoren. 



ErfindungsgemaB betriffi der Ausdruck „viraler Vektor" rekombinante Viren. Zur 
Definition des Begriffes „rekombinant" siehe oben. Wenn der Begriff auf ein Vi- 
rus angewendet wird, bedeutet dies, dass das Virus eine oder mehrere Nukleinsau- 
re/n tragi, die durch eine Kombination von Klonierungs-, Restriktions- und/oder 
Ligationsscbritten hergesteUt wurde/n und die natQrUcherweise nicht in dem Virus 
vorkommt/vorkommen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind die folgenden Definitionen von all- 
gemeiner Bedeutung: 

Die Begriffe „Gene" bzw. „Gensequenzen« beziehen sich auf ein Polynukleotid, 
das mindestens einen offenen Leserahmen aufweist und das die Fabigkeit besitzt, 
durch Transkription und Translation ein bestimmtes Protein zu bUden. 

Der Begriff protein" bezieht sich auf ein Polymer von Aminosauren beliebiger 
Ltoge. Der Begriff schlieflt ebenso Proteine nut ein, die posttranslationale Modi- 
fikauonsschritte durchlaufen haben, wie beispielsweise Glykosylierung, Acetylie- 
rung oder Phosphorylierung. 

Unter den Begriffen ^ukleinsaure", „DNA« und ..Polynukleotide" im Sinne der 
vorUegenden Erfindung sind polymere Fonnen von Nukleotiden jeder Lange zu 
verstehen, wobei sich der Begriff nur auf die Primfrstruktur des MolekiUs bezieht 
Daher sind einzel- und doppelstrangige DNA-Molekttle ebenso von diesem Be- 
griff umfasst wie modifizierte Polynukleotide wie beispielsweise methylierte oder 
geschutzte (= capped) Polynukleotide. 
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Erfindungsgemfifi bezieht sich der Ausdruck „von einem Parvovirus abgeleitet" 
auf einen Vektor, der Sequenzen von AAV oder einem anderen Parvovirus ent- 
halt, wobei diese Sequenzen verSndert sein konnen. 

5 ErfindungsgemSB bezieht sich der Ausdruck ^NA-Methytterungsinhibitor* auf 
jede Substanz, die in der Lage ist, die Methylierung von DNA zu inhibieren. 

Die erfindungsgemafle Verwendung des DNA-Methylierungsinhibitors fuhrt zu 
einer Steigerung der Verpackungseffizienz auf eine H5he von mindestens 10 6 , vor 

10 allem 10 7 ; bevorzugt 10 8 , insbesondere 10 9 transduzierenden Partikeln/ml Rohly- 
sat bzw. von mindestens 10 10 , vor allem 10 n , bevorzugt 10 12 , insbesondere 10 13 
genomischen Partikeln/ml Rohlysat Dies entspricht 10 s bis 10 8 genomischen Par- 
tikeln pro ausges&te Zelle. Die Verpackungseffizienz kann indirekt durch die Be* 
stimmung des transduzierenden AAV-Titers mittels geeigneter Zelllinien be- 

15 stimmt werden. Diese erfolgte hier konkret durch die Messung der B7.2-positiven 
Zellen durch Fluoreszenz-Markierung von B7.2 und ZShlung durch FACS- 
Analyse, kann aber bei anderen Transgenen durch einen anderen gSngigen Pro- 
teinnachweis erfolgen. Eine entsprechende Bestimmung ist in Fig. 1 dargestellt 
Der transduzierende Titer ist abhSngig vom Detektionsverfahren sowie vom ver- 

20 wendeten Zelltyp, so dass bei der Auswahl des Nachweissystems ftr den entspre- 
chenden Parvovirus bzw. AAV-Serotyp geeignete Zellen za wShlen sind, zum 
Beispiel HeLa-Zellen fur AAV-2. UnabhSngig vom Zelltyp ist der genomische 
Titer. Den genomischen Titer kann man z.B. nach Veldwijk MR et al. (2002) MoL 
Ther. 6:272-8 mittels Real-time PCR ermitteln. 

25 Somit wird durch die erfindungsgemSfle Verwendung eine Steigerung der Ver- 
packungsefifizienz bei stabil transfizierten Zellen urn bis zu 27fach erreicht, wobei 
auch Werte von mindestens 5fach, vor allem lOfach, bevorzugt 20fach und insbe- 
sondere 25fach erfindungsgemafi moglich sind. Diese Zahlenwerte beziehen sich 
auf einen Vergleich mit Experimenten ohne Verwendung von DNA- 

30 Methylierungsinhibitoren. 
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Gemafi einer bevorzugten Ausfthrungsform der vorliegenden Erfindung bezieht 
sich ein ,J)NA"Methylierungsinhibitor* 4 auf eine beliebige niedennolekulare Sub- 
stanz, ein Nukleosid- (oder Nukleotid-) Analogon, Peptid, Antikfirper oder auf 
5 Molektile, Molekulkomplexe oder Gene, die in der Lage sind, die Methylierung 
von DNA zu inhibieren oder eine methylierte DNA zu demethylieren. 

Unter einer ,,niedermolekularen Substanz" sind Molektile, Verbindungen und/oder 
Zusammensetzungen oder Stoffgemische zu verstehen, insbesondere nieder- 
10 molekulare, organische oder anorganische Molektile oder Verbindungen, vor- 
zugsweise MolekQle oder Verbindungen mit einer relativen Molmasse bis ca. 
1.000, insbesondere von ca. 500. 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist der DNA-Methy- 
15 Uerungsinhibitor in der Lage, die Aktivimt der DNA-Cytosin-Methyltransferase 
(DNMT) zu hemmen. 

GemaB besonders bevorzugter Ausfuhrungsformen ist der DNA-Methylierungs- 
inhibitor daher ein Nukleosid-Analogon, ein niedermolekularer Inhibitor, ein von 
20 DNA abgeleiteter direkter Inhibitor der DNA-Cytosin-Methyltransferase, ein An- 
tisense Oligonukleotid-Inhibitor der DNA-Cytosin-Methyltransferase (siehe Szyt 
M., Curr. Drug Targets (2000), 1:101-118) oder ein Herpes-Virus, insbesondere 
ein HSV oder Herpes-virale Gene. 

25 Beispiele fur Nukleosid-Analoga sind 5-Aza-Cytidin oder sein Desoxyanalogon 
5-Aza-Desoxycytidin oder 5-Fluorocytosin. 

Niedennolekulare Inhibitoren sind z.B. S-Adenosyl-Homocystein oder EGX30P 
(EpiGenX). 

30 
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Auf DNA basierende direkte Inhibitoren der DNA-Cytosin-Methyltransferase 
sind z.B. kurze PhosphortWoat-modifizierte Oligonukleotide, welche eine Haar- 
nadelstruktur aufweisen und eine Anzahl von methylierten CGs auf einem Ann 
der Haarnadelstruktur und nicht-methylierte CGs auf dem anderen Ann tragen, 
5 wodurch sie dem hemi-methylierten Substrat von DNA-Cytosin-Methyltrans- 
ferase ahneln (Szyf, M., supra). 

Antisense Oligonukleotidinhibitoren der DNA-Cytosin-Methyltransferase sind 
z.B. spezifische antisense Oligonukleotide, die sowohl filr die DNMT1 mRNA 
10 der Maus als auch ftlr die des Menschen untersucht (gescreened) und ausgewahlt 
worden sind (Ramchamdani, S. et al. (1997) Proc. Natl. Acad. ScL USA 94:684- 
689; Fournel, M. et al. (1999) J. Biol. Chem. 274:24250-24256). 

GemSfi einer ganz besonders bevorzugten Ausfiihrungsform ist der DNA- 
15 Methylierungsinhibitor daher ausgewShlt aus der Gruppe bestehend aus 5-Aza- 
Cytidin, 5-Aza-Desoxycytidin, 5-Fluorocytosin, S-Adenosyl-Homocystein oder 
EGX30P. 

GemaB einer weiteren ganz besonders bevorzugten Ausfiihrungsform ist der 
20 DNA-Methylierungsinhibitior ein Herpes- Virus, bevorzugt ein HSV, insbesonde- 
re ein HSV-1 oder HSV-2, bzw. von diesen abgeleitete Viren. Ohne auf einen 
Mechanismus festgelegt zu sein, scheint die Infektion mit einem Herpes-Virus die 
zellulSre Genexpression so zu verandern, dass diese zu einer verminderten Me- 
thylierung von Genen fuhrt Andere denkbare Mechanismen sind, dass Heipes- 
25 Viren selbst fur ein Enzym kodieren, dass die Methylierung von Genen ruckgan- 
gig macht oder aber dass Herpes-Viren in der Lage sind, unabhMngig vom Methy- 
lierungsstatus von Genen deren Transkription zu bewirkea 

Eine weitere ganz besonders bevorzugte Ausfiihrungsform Sir einen DNA- 
30 Methylierungsinhibitor sind Herpes-virale Gene. Unter dem Begriff "Herpes- 
virale Gene" werden die Gene von Herpes-Viren verstanden, deren Genprodukte 
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die Methylierung der DNA inhibieren, aufheben oder die Transkription methylie- 
rungsunabhangig machen. So konnen fur die AAV-HersteUung ansteUe einer In- 
fektion der Zellen mit einem Herpes-Virus die Herpes-viralen Gene auch transient 
Oder insbesondere stabil in die Zellen transfiziert werden und so analog zu einer 
5 Infektionmit einem Herpes-Virus als MethyUerungsinhibitor fungieren. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird im Rahmen der erfindungsge- 
maBen Verwendung der virale Vektor in einer Zelle hergesteUt, die die zur Bil- 
dung von Viruspartikeln notwendigen Gene umfasst. Dazu wird auf die obigen 
i Erlauterungen bezughch Genen, die fur die Parnkelbildung erforderlich sind, Be- 
zug genommen. Bei den verwendeten ZeUen handelt es sich um eukaryotische 
Zellen, bevorzugt um Saugerzellen, besonders bevorzugt um Insektenzellen oder 
menschliche ZeUen oder Zelllinien, insbesondere um HeLa-Zellen, A549 Zellen, 
K209 ZeUen, B50 ZeUen, Z21 1 ZeUen (Ietztere siehe Gao G. et al. (2002) Mol 
Ther. 5:644-649). Grundsatzlich kann jede Zelle bzw. ZeUlinie verwendet werden, 
die fiir das Vektorkonstrukt, das Helferkonstrukt und gegebenenfalls fur das Hel- 
fervirus permissiv, dh. zugangUch ist 

GemaB einer bevorzugten Amfilhrungsform wird im Rahmen der erfindungsge- 
mafien Verwendung der virale Vektor von einer Vektorzelle hergesteUt. Der Be- 
griff „VektorzeUe« bezieht sich auf eine ZeUe, welche mindestens ein Vektorkon- 
strukt, aber kein Helferkonstrukt enthalt. Dies bedeutet, dass die Vektorzelle das 
Ausgangsmaterial fur die Herstellung der viralen Vektoren darsteUt und dass 
weitere, fur die PartikelbUdung wichtige Faktoren wie beispielsweise Helferkon- 
strukte wahrend des HersteUungsverfabrens hinzugefugt werden. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird im Rahmen der erfindungsge- 
maBen Verwendung der virale Vektor von einer VerpackungszeUe hergesteUt Der 
Begnff ..VerpackungszeUe" bezieht sich auf eine ZeUe. die mindestens ein Hel- 
ferkonstrukt, aber kein Vektorkonstrukt enthalt. Dies bedeutet, dass die Verpak- 
kungszelle das Ausgangsmaterial fur die HersteUung der viralen Vektoren dar- 
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stellt und dass weitere, filr die Partikelbildung wichtige Faktoren wie beispiels- 
weise Vektorkonstrukte wShrend des Herstellungsverfahrens hinzugefQgt werden. 

GemSB einer bevorzugten Ausfilhrungsform wird im Rahmen der erfindungsge- 
5 mafien Verwendung der virale Vektor von einer Produktionszelle hergestellt Der 
Begriff ,,Produktionszelle" bezieht sich auf eine Zelle, welche sowohl mindestens 
ein Helferkonstrukt, als auch mindestens ein Vektorkonstrukt enthalt Dies be- 
deutet, dass die Produktionszelle das Ausgangsmaterial filr die Herstellung der 
viralen Vektoren darstellt Falls Helfergene fOr die Herstellung der viralen Vekto- 
10 ren erforderlich sind, so werden sie wahrend des Herstellungsverfahrens hinzuge- 
fUgt. 

GemaB einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsfonn sind die Veipackungszelle, 
die Vektorzelle und/oder die Produktionszelle mit Helferkonstrukten stabil trans- 
15 fiziert Verfahren zur stabilen Transfektion sind dem Fachmann bekannt (siehe 
z.B. Gao et al. (2002) Mol. Ther. 5:644-649). 

GemfiB besonders bevorzugter AusfQhrungsfonnen liegen in den Verpackungs- 
und Produktionszelllinien die einzelnen Gene auf dem/den Helferkonstrukten in 
20 einer funktionell getrennten Form vor (zur Definition siehe oben). 

Daher sind in einer bevorzugten Ausfuhrungsform in dem im Rahmen der erfin- 
dungsgemaBen Verwendung hergestellten, viralen Vektor nicht mehr als. 50 %, 
bevorzugt nicht mehr als 20 %, besonders bevorzugt nicht mehr als 10 % der vor- 
25 handenen Methylierungstellen methyliert 

Oberraschenderweise hat sich in der vorliegenden Erfindung gezeigt, dass bei der 
Herstellung von viralen Vektoren insbesondere die Methylierung der rep- und 
cap-Gene oder auch nur derer Promotoren filr die geringe Ausbeute an rAAV 
30 Partikeln verantwortlich ist Dies konnte dadurch gezeigt werden, dass eine zu- 
satzliche Transfektion des/der entsprechenden Plasmids/Plasmide enthaltend rep- 
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und cap^n, die ProdufcBon von rAAV to 1 1-20-23 Zdta. die nut Adenoviren 
^M^rden.eb.nMswiederhmtellte. 11-20-23 Zeu<* wurden durch aabile 
Trausdukdon <pft rAAVKB7.2/OM-CSF)) etoer aabilen Vapackungszelllfafe 
(stobile Expression von Rep und Cap) be^eateut Bei der Ve-packuag^lUfate 
bandel, es aid, um etoen Snbklon der to WO 02/20748 bescbriebenen Zefflinfe 
C97 (aebe Beiapiele 8 und 9), die auf HeLa-Zellen basfert. Die Wiederbersbdlung 
der rAAV-Prodnldion dun* etoe -Md,, Trausfekdo. dea/der enfcprecbenden 
Plasnudsfrlazudd. entbabend rep- und eap^ene bedeuw, ^ ^ Mah 
von zeUuUren Oenen bzw. deren Pmmo.oren, die to den, bascbriebenen Fali 
wederbto beatanden baben muaa, oflenaichfflcb keinen negadven Einflnaa anf die 
Heraeuung der viralen Vetoren bat Dieaer Verancb ia, ein waiter Hinweia 
damuf, daaa Parvovten nicb. mi. anderen VirusfiunUien vergHeben warden kan- 
nen, da diese fa, GegensaB zu Parvovben keine rep- tew. ^ 0 „. 

ne an eu* Ibeorie gdauufa, zu aeto iat ea aondt wabracbetoBcb, da* etoe Me- 
fcyberung der an der Heraeliuug der viralen Veboren beWigten rep- und cap- 
Gene eto Grund fflr die b« g b-b-to* niedrige Ausbefae bei der HersMIung 
viralerVektorenist 



Daher wW fa efaer weteen bevorzugten Anafttoungrfonn der Erfindnng dund, 
den Efasafc des DNA-MeayberungsfafaWors die Mefcyberung der to den .p 
und cap Gene, oder deren P mm „ tore n vorbandenen MednyUerungastelfe fahi- 
faert D,e Inhibierung der Metbybenmg beWffi dabeijede Fonn der rep. und cap- 
Gene we aie to der vodiegenden Erffadung verwende, werden, z.B. to Vercak 
kung^mfaien, to den« die rep- und cap^ne funWooeu geneun, epiaonal 
trauafiaert Oder aabil fa das Wbteellgenom fategriert vorbegen. 

OendUJ etoer weiteren bevorzuglen AuaSibrungaforu, end* der virale vou Par- 
vovuen abgeleilete Vektor eto Vektorkonarakt 

Wie obeu auagefittu, is, e S bei mancbeu vualen Vetooren wie beispielaweise 
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AAV erforderlich, dass zur Partikelbildung noch Helfergene vorhanden sind, die 
aus anderen Viren, sog. Helferviren stammen. In diesem Fall ist es zunSchst erfin- 
dungsgemaB eingeschlossen, dass diese Helfergene in der Zelle, in der der virale 
Vektor hergestellt wird, enthalten sind Diese kSnnen beispielsweise stabil inte- 
5 griert oder episomal vorliegen. 

GemSfi einer bevorzugten AusfOhrungsform der Erfindung wird jedoch zur Her- 
stellung des viralen Vektors zusatzlich ein Helfervirus zugesetzt, das in seinem 
Genom die entsprechenden Helfergene enthalt Beispiele geeigneter Helferviren 
10 sind dem Fachmann bekannt und schlieflen Adenoviren, Herpes Simplex Viren 
oder Vaccinia- Viren ein. 

Grundsatzlich kann der DNA-Methyliemngsinhibitor in jedem Stadium der Her- 
stellung der viralen Vektoren bis zur Ernte der viralen Vektoren zugegeben wer- 
15 den. BevorzugtennaBen erfolgt die Zugabe jedoch mit oder vor der Aktivierung 
der VirushersteUung, z.B. durch Infektion mit einem Helfervirus im FaUe der 
AAV^Herstellung oder sonstige Aktivierung der VirushersteUung. 

Es hat sich herausgestellt, dass ein mSglichst frOher Einsatz besonders vorteilhaft 
20 ist. Gemafl einer besonders bevorzugten Ausfilhrungsform wird der DNA- 
Methylierungsinhibitor vor dem Zusetzen des Helfervirus eingesetzt, falls ein Zu- 
setzen eines Helfervirus zur Herstellung viraler Partikel erforderlich ist 

GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist der virale, von einem Parvovirus 
25 abgeleitete Vektor, von einem adeno-assoziierten Virus (AAV), abgeleitet (Pfeifer 
und Verma (2001) Annu. Rev. Genomics Hum. Genet 2:177-21 1). 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfilhrungsform ist der virale Vektor von 
AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-7 oder AAV-8 abge- 
30 leitet 
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Beispiele fur solche viralen Vektoren sind aUgemein bekannt (siehe oben). 
Gemafi einer bevorzugten Ausftihrungsform werden zur Herstellung von rAAV 

vorzugtzweirm-Regionen.und ein oder mehrere HelferkonstroIct(e) um^ssend 
dze rep- and cap-Gene verwendet Zur genaueren Erlauterung wini auf die obigen 
Passagen, in denen die Herstellung von AAV-Vektoren beschrieben wird, verwie- 
«a Germ einer besonders bevorzugten Ausfthrungsfonn wd zusStzlich ein 
Helfervirus, beispielsweise Adenovirus, Herpes-Viren oder Vaccinia Viren, ver- 
) wendet. 

GenaB eta bevorzugten Ausfmnmgsfonn werdm & & ^ ^ 

von AAV abgeleiteten Vetooren HeLa-Zeflen vw.endet GnurdsMch tao 
jedoeb jede ZelUinie ven^ude. WmlM , die fur das Vetakonanrkt, das HeUer- 
konsWa u„d gegebenenfaUs fiir das Hdfervtas permissiv, di zuginglieb 

Gem*) eta bevorzugten Ausfltangrfoon Herstellung von vtaleo 

dea gesamten AAV-Oenoma ohne die flantaenden nits end nu, rep- „nd _. 
Genen unter KonfoU. tar nafMicneu viralen iWforen enfbiU, (si.be „beo,. 
Drese Prornota* P5 , P19 ^ P40 , ^ h ^ ^ 

em Helfervuns inaWv (W and Russell (1998) J. Virol. 72:7024-7031; Gao et 
al. (1998) Human Gene TlKrapy 9:2353-2362). 

0°*M einer besonders bevorc^ten Ausfutoungrfonn vrird die Ve^ota,^. 
ImiennteinemVektoitonslruktlMnsfiziert. " 

DanaA wird gemag einer weiteren bevorzugten AuafUbrungafonn die nu. den, 
***** tasfizierte zm ^ ^ etan ^ 

Express™ derAAV-Cene taaae*. Solche Mlinienkonne. fur die Hersteta* 
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groBer Mengen an AAV, speziell fur kommerzielle Anwendungen verwendet 
werden (siehe oben). 

GemaU einer ganz besonders bevorzugten Ausfiihrungsform wild an Stelle einer 
5 Verpackungszelilinie eine ProduktionszellMe verwendet (zur Definition siehe 
oben). Dies bedeutet, dass die Transfektion mit einem Vektorkonstrukt nicht er- 
forderlich ist Hingegen ist die Transduktion mit einem Helfervirus in der Regel 
erforderlich. 

10 GemaB einer ganz besonders bevorzugten Ausfiihrungsform sind die rep- und cap- 
Gene in den Verpackungs- oder ProduktionszeUen funktionell getrennt (siehe 
oben und DE 10044348). 

GemSB einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Verpackungs-, Vektor- oder 
15 Produktionszelle Helfervirus-unabhangig, d.h. die AAV-Produktion erfordert kei- 
ne Infektion mit einem Helfervirus. Eine solche von einem Helfervirus unabhan- 
gige Verpackungs-, Vektor- oder Produktionszelle enthalt normalerweise Gene, 
die fur die Induktion der AAV-Produktion unter der Kontrolle eines induzierbaren 
Promoters notwendig sind. Solche Gene kSnnen viraler oder zellularer Herkunft 
20 sein. 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausftthrungsform steht das cap-Gen in den 
Verpackungs- oder ProduktionszeUen unter der Kontrolle auch der anderen, ei- 
gentlich dem rep^Gen zugeordneten, homologen Promotoren. 

25 

GemaB einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsfonn sind dies im Falle 
von AAV-2 die Promotoren P5, P19 und P40 (siehe oben und DE 10044348). 

GemaB einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsfonn bedeutet der Aus- 
30 druck Junktionell getrennt" in diesem Zusammenhang, dass das rep-Gen und das 
cap-Gen auch hinsichtlich ihrer Promotoren nicht uberlappen. Beispielsweise ge- 
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10 



15 



lingt dies dadurch, dass beide Teile der gemeinsam verwendeten kodierenden Se- 
quenz und der P40 Promoter dupliziert werden (siehe beispielsweise Fig. 8). Er- 
findungsgemafi kann dies verschiedene Anordnungen der Gene in einem Genom 
bedeuten. Zum einen kSnnen die Gene an verschiedenen Orten in der Zelle lokali- 
siert sein, beispielsweise an verschiedenen Stellen des Genoms integriert voriie- 
gen, auf Plasmiden liegen sowie zum Teil integriert und auf Plasmiden vorliegen. 
Zum anderen konnen die Gene auch nebeneinander auf dem selben DNA- 
MolekOl, beispielsweise einem Chromosom oder einem Plasmid, lokalisiert sein, 
wobei jedoch jedes Gen von seinem eigenen Promoter aus kontroUiert wird. Eine 
derartige Anordnung ist zum Beispiel dann wahischeinlich, wenn zwei Gene auf 
unterschiedUchen DNA-MolekQlen gemeinsam transfiziert werden. Diese Mole- 
kiile kennen wahrend der Transfektion Konkatamere bilden, die dann an einer 
Stelle in das Genom integrieren, jedoch nach wie vor funktionell unabhangige 
Einheiten bilden. 



GemaB bevorzugten Ausfuhrungsformen liegen in den Verpackungs- oder Pro- 
duktionszellen die funktionell getrennten rep- und cap^ene transient, also episo- 
mal, transfiziert vor oder sind an derselben SteUe beispielsweise als Konkatamere 
Oder an verschiedenen Stellen in das zellulare Genom integriert. Der Vorteil einer 

20 solchen Anordnung liegt darin, dass ftr die Rekonstituierung von replikations- 
kompetenten Wildlyp-AAV (rcAAV)-Partikeln jeweils mindestens zwei unab- 
hangige Rekombinationsereignisse notwendig waren, die mit einer Haufigkeit von 
je 10- 7 pro Zellteilung, also insgesamt mit 10'" durchaus selten sind. In der Tat 
konnte in einer rekombinanten Viruspraparation, die 2xl0 10 genomische Parukel 

25 entbielt, kein rcAAV nachgewiesen werden. 



30 



GemaB einer weiteren bevorzugten Ausmhrungsform sind beim cap-Gen die 
Promotoren P5, P19 und P40 durch Mutagenese derart verandert, dass zwar die 
Promotorfunktion hinsichflich des Starts der Transkription intakt ist, durch diese 
Konstrukte aber kein funkttonelles Rep-Protein exprimiert werden kann (siehe 
oben). Andere Mutagenese-MSghchkeiten zur Inaktivierung der Expression des 
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Rep-Proteins, z.B. durch die Inaktivierung des Starts der Transkription, sind dem 
Fachmann bekannt. 

GemaB einer ganz besonders bevorzugten Ausftihrungsform werden fiir die Ade- 
5 novirus-induzierbare Transaktivierung des Promoters P40 die beiden grofien Rep- 
Proteine Rep 68 und Rep 78 von einer zweiten Quelle (in trans oder in cis, zur 
Definition siehe oben) zur Verfugung gestellt Solche Rep-Expressionskonstrukte 
konnten nun stabil in das Genom der Wirtszellen integriert werden. Diese Kon- 
strukte besitzen den Vorteil, dass in Abwesenheit eines Helfervirus keine toxi- 
10 schen Mengen an Rep-Proteinen exprimiert werden und dennoch eine sehr starke, 
durch Helferviren induzierbare Rep-Proteinexpression gewShrleistet ist. 

GemaB einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform enthait eine Art von bevor- 
zugten Helferkonstrukten zur Verpackung von rAAV NukleinsSuresequenzen 

15 kodierend fur mindestens ein Rep-Protein, wobei z.B. fUr AAV-2 unter Rep- 
Proteinen die Proteine Rep 78, Rep 68, Rep 52 und Rep 40, insbesondere Rep 68, 
Rep 52 und Rep 40, vor ailem Rep 68 und Rep 52 verstanden werden. Die andere 
Art von bevorzugten Helferkonstrukten enthait Nukleinsfiuresequenzen, die fUr 
wenigstens eines der bekannten Cap-Proteine kodieren, wobei die Cap-Proteine 

20 die Proteine VP1, VP2 und VP3 sind Die Gene fiir diese Proteine sowie die ITR- 
Sequenzen kOnnen aus Wildtyp-AAV isoliert werden, die in Form von Klonen 
allgemein erhaltlich sind So ist beispielsweise der Klon pSM620 bei Samulski et 
al. (1982) Proc. Nati. Acad Sci. USA 79:2077; der Klon pAVl bei Laughlen et aL 
(1983) Gene 23:65 und der Klon sub201 bei Samulski (1987) J. Virol. 61:3096 

25 beschrieben. 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform wird fiir AAV-2 die Ex- 
pression der Rep-Proteine durch die nattlrlichen Promotoren P5 und PI 9 (P5 fUr 
Rep 78/Rep 68 und P19 fiir Rep 52/Rep 40) und die Expression des Cap-Proteins 
30 durch den nattlrlichen AAV-Promotor P40, insbesondere durch die natOrlichen 
AAV-Promotoren P19 und P40, vor allem durch die nattlrlichen AAV- 
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Promotoren P5, Pi 9 und P40 kontroUierL Entsprechendes gilt fur die komple- 
mentaren Promotoren der anderen AAV-Serotypen. 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt das Cap- 
Expressionsplasmid fur AAV-2 die AAV-Promotoren P5, P19 und P40, um eine 
regulierte Expression in Abhangigkeit sowohl von Helfervirus-Mekuon oder von 
Helfervirus-Genprodukten, als auch von Rep-Protein-Expression zu erlauben, da 
diese Anordnung am besten den natlmichen lytischen AAV-Lebenszyklus wider- 
spiegelt. Durch die Verwendung der natQrlichen AAV-Regulationssequenzen wird 
sichergestellt, dass Transkriptionsfektoren, die fur die regulierte Expression der 
cap-Gene benStigt werden, aUe Bindestellen in der natflrlichen Promotorregion 
vorfinden, um ihre regulatorischen Funktionen auszutiben (siehe oben). 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform sind die Expression des 
Rep-Proteins und des Cap-Proteins in der Zelle voneinander unabhSngig reguUert 
Dieser Ansatz wurde gewahlt, weil herausgefunden wurde, dass fllr eine effiziente 
Verpackung von rAAV in stabilen Zelllinien zunachst eine schwache Cap- 
Expression erforderlich ist, da andernfaUs hohe Cap-Mengen toxisch auf die Zel- 
len wirken bzw. grofie Mengen an leeren Kapsiden gebildet werden. Zum Zeit- 
punkt der Verpackung muss hingegen eine starke Cap-Expression erfolgen. Diese 
beiden Kriterien kann ein konstitutiver, heterologer Promoter nicht gleichzeitig 
erflUlen. Dies kann zwar durch die Verwendung von induzierbaren, heterologen 
Promotoren verbessert werden, die exakte zeitliche Regulation sowie die Cap- 
Expressionsstarke durch derartige Promotoren sind in der Praxis jedoch auBerst 
schwer umzusetzen. Durch die Verwendung der naturlichen homologen Promoto- 
ren ist die Expression von Cap an die Aktivierung durch Helfervirus-Genprodukte 
und/oder zellulare Helfergene sowie Rep gekoppelt und somit zeitlich genau wie 
in der Wildtyp-Situation gesteuert 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfthrungsform erfolgt die Termination der 
Transkription der fur die Rep-Proteine und die Cap-Proteine kodierenden Nu- 
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kleinsauren dureh die nattlrlichen regulatorischen Sequenzen, insbesondere durch 
das natiirliche AAV-PolyA-Signal. Ahnlich wie bei der Initiation der Transkripti- 
on verstarkt auch die Verwendung homologer Sequenzen zur Termination der 
Transkription der AAV cap- und rep-Gene die Menge der durch das AAV- 
5 Vektorsystem produzierten rAAV-Partikel. 

Geeigneterweise wird als Zelle im Rahmen der erfindungsgemfiflen Verwendung 
bei der Herstellung viraler Vektoren im Allgemeinen und von AAV-Vektoren im 
Besonderen eine eukaryotische Zelle, bevorzugt eine Saugerzelle, besonders be- 

10 vorzugt eine Insektenzelle oder menschliche Zelle oder Zelllinie, insbesondere 
HeLa-Zellen, A549 Zellen, K209 Zellen, B50 Zellen, Z211 Zellen (letztere siehe 
Gao G. et aL (2002) Mol. Ther! 5:644-649) verwendet Grundsatzlich kann jede 
Zelle bzw. Zelllinie verwendet werden, die fur das Vektorkonstrukt, das Helfer- 
konstrukt und gegebenenfalls fiir das Helfervirus permissiv, d.h. zuganglich ist 

15 HeLa-Zellen haben sich als besonders vorteilhaft erwiesen, weil der AAV-P5- 
Promotor in HeLa-Zellen nahezu inaktiv ist und es deshalb moglich ist, inihr Ge- 
nom stabil eine Expressionkassette fiir das AAV-Rep-Protein unter der Kontrolle 
der natQrlichen regulatorischen Elemente zu integrieren, so dass das Rep-Protein 
in diesen Zellen nicht toxisch wirkt (Clarke et al. (1995) Human Gene Therapy 6, 

20 1229-1341; Tamayose et al. (1996) Human Gene Therapy 7, 507-513; Inoue & 
Russell (1998) supra; Gao et al. (1998) supra). 

GemSB einer besonders bevorzugten AusflShrungsform enthalt das Helferkon- 
strukt Nukleinsaxiresequenzen kodierend fiir mindestens ein Rep-Protein, wobei 

25 die Rep-Proteine Rep 68, Rep 52 und/oder Rep 40, nicht aber Rep 78 sind. Der 
Vorteil dieser Rep 78-defizienten Helferkonstrukte liegt darin, dass das gr5Bte 
Rep-Protein, das fUr die Verpackungszellen am meisten toxisch ist und das die 
grSBte hemmende Akdvitat auf zellulSre Ablaufe wie beispielsweise die Tran- 
skription und den Zellzyklus besitzt, Qberhaupt nicht exprimiert wird. Daher kann 

30 bei Verwendung dieses Helferkonstrukts aufgrund der Abwesenheit von Rep 78 
die Verpackungseflfizienz gesteigert werden. Sowohl Rep 68, als auch Rep 78 
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werden mi natOrUchen System durch den Promoter P5 exprimiert. Die Yemen- 
dung des Rep 78-defizienten Helferkonstrukts ist weiterhin vorteilnaft, weil Rep 
68 an Vergleich zu R ep 78 in Adeno Winfizierten Zellen den starkeren Trans- 
akfcvator der AAV-Promotoren P19 und P40 darsteUt (H6rer et al. (1995) J Virol 
69, 5485-5496; Weger et al. (1997) , ViroL 71, 8437-8447). Daher fuhrt die 
Verwendung dieses Rep 78-defizienten Reconstructs zu einer gesteigerten 
Expression der kleineren Rep-Proteine Rep 40 und Rep 52 sowie der Capsidpro- 
teine und damit zu * * * — 




Fur d,e HemeUung des Rep 78-denzien«en He.fednn.nuta „rj. 
^68,52.40(^,^7 (vg.. Fig. 9) ™d=n die aav Sequen2m yon ' 
kleoud 20! bis Nukleodd 4497 einschlieohch dar Daladon der Inbonsequenz so- 
wievo- N^deodd 658 bis NuJdeoud 4460 in das baterie^ Expressions^ 
kta,io * ""W * BMcsttUeo ftr das Rep-P^i, h pUC]9 . 
Seqaeaz delete, wurden ( vgI . DE 1990550!, Baispial 5). Durch Anwendung 
chaser Sbtfegie sind zwai rap- sowia wenigaens zwi cap^na mi, jawaik ainar 
argaoan PoIy^Snquenz ft, dia lamuaadoa dar Transkripdon hin.ereina^ 
^gaordnat Ausgahand von, araan Absehnid (AAV-Sequen* NuJdeodd 20! bis 
Nrtdao* N497) konnen dia Rep-Pro^ Rap 68 u*d Rap 40 sowia dia Cap- 
und VP3 axprnniar, cardan, ^brand «sganand von, zwehan Z 
(AAV-Sequanz NoJdaottd 658 bis Nukleodd 4460) dia Rep-P^a p_ 
52 und Rap 40 sovda dia Cap.Pro.eina VP!, VP2 und VP3 axprinuer, v^rdea 
Insgasan,, ^den danu, aUa AAV-2 ProWne nu, Ausnabme von Rap 78 kodiert 

"LuT T**" *" ^ *» HelfeAonsuuto 
POmvnOMlB^ (vgl Pig. 7) wurdan dia geoann,e. AAV-Sequen*. 
(« 20.-23.0; n. 658^4460 ninschhehheh dar De!edon dar Inunnsecpaoz, aban- 
M. - das batoanaUa B^onsptasnnd pUC.9 kionien (vgL DE .990550. 
W0. Dnbai wun,an v^ «. Bindesteta fc ^ 

pUCW-Sequanzdektet Auf diasa Waise ^rde da, rap.Ga.prta!! duphte. 
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mRNA-Transkripte dasselbe 3'-Ende besitzen. Ausgehend vom ersten Abschnitt 
(AAV-Sequenz Nukleotid 201 bis Nukleotid 2310) k6nnen die Rep-Proteine Rep 
68 und Rep 40 exprimiert werden, wShrend ausgehend vom zweiten Abschnitt 
(AAV-Sequenz Nukleotid 658 bis Nukleotid 4460) die Rep-Proteine Rep 52 und 
5 Rep 40 sowie die Cap-Proteine VP1, VP2 und VP3 exprimiert werden. Insgesamt 
werden damit auch durch dieses Vektorkonstrukt alle AAV-2 Proteine mit Aus- 
nahme von Rep 78 kodiert 

Zur Herstellung eines Helferkonstruktes pUCdlRep78dlCap(RBS)dl37 zur Ex- 
10 pression der Rep-Proteine Rep 68, Rep 52 und Rep 40 wurden die AAV- 
Nukleotide 2945 bis 4046 aus dem cap-Gen (Nukleotide 2203 bis 4410) des Hel- 
ferkonstrukts P UCdlRep78Cap(RBS)dl37 deletiert. Durch diese Deletion kSnnen 
keine funktionellen Cap-Proteine mehr exprimiert werden. 

15 Grundsatzlich wird zur Erlauterung der bevorzugten Ausmhrungsfonnen auf die 
Passagen oben bezug genommen, in denen die Herstellung von AAV allgemein 
erlautert wird. 

GemaB einer bevorzugten AusfQhrungsform der Erfindung enthalten die Vektor- 
20 konstrukte fur AAV-Vektoren ein oder mehrere zu AAV heterologe Nukleinsau- 
ren, die von einer, bevorzugt zwei ITR-Sequenzen flankiert werden, wobei die 5'- 
lokalisierte ITR-Sequenz eine Deletion im Bereich des C-Palindroms aufweist 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst die Deletion innerhalb der 
25 5'-flankierenden rTR-Sequenz 80 Nukleotide, insbesondere 40 Nukleotide, vor 
allem 22 Nukleotide im Bereich von Nukleotid 61 bis 82. 

GemfiB einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsform enthalten diese Vek- 
torkonstrukte die AAV-Sequenzen 1-60/83-191 (AC-Arm ITR als linken ITR - 
30 sieheDE 10044384) und 4498 bis 4671 (als rechten ITR). 
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Derartge Vektorkonstrukte enthalten zum Beispiel ein oder mehrere zu AAV 
heterOl0ge NuldeinsaureD ' ^besondere eine Nukleinsiiure kodierend fur ein Pro- 
tern ausgewahlt aus einem Zytokin, insbesondere IL2, IL4, TL12 und/oder GM- 
CSF (GranuIozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor) und/oder ein 
5 co-stimulierendes MolekOl, insbesondere B7, vor allem B7.1 und/oder B72 AIs 
heterologe Nukleinsauresequenz kann gemaB der vorliegenden Erfindung jedoch 
jede beliebige kodierende wie auch nicht-kodierende Nuklein^uresequenz ver- 
wendet werden. Vo^gsweise w*d eine oder mehrere heterologe Nukleinsaure- 

rtJv^T ^ ^bracht (Sambrook et al! 

(1989 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laborato- 
ry, Cold Spring Harbor, N.Y.). 

Wetae geeigueto NuHeintfu^equenau sind kodierende SequeozeD fc Qe . 
motae wie Lympbotoeuu, Mcp ., ^ ^ ^ 

n-7, iu 8 , iu, om-csf, n... n* ^ n.,o, *^ ^ 

'fa*-**— ^ Einzelstrang-AnukSrper, bdapieisweise ^ 
KOS, femer gegen den ICOS-Rezeptor, CD40, aMO-Ugandeu, VEOF ai 
TOF-a, gegen Tumor-Arfgeue wie beispieUweise Her.2A.eu, GD3 oder CA.25' 
gegeu vtaie Anugeoe oder gegeu Igft des weifemu gegeu Iosliche Rezeptolfo ,' 
meo wie ICOS FC. ICOS-Ligaud FC, CD4oL FC, TNF-a Rezeptor Pc , 
A^ptose-induziereode Molekule wie Pmtoine der BCL-X-Familie, BAX. BAD 
Oder Caspuseu, Nekmse-Wuztaeude Pepude wie Perfonue, Toxiue, beiapieb- 
weu* abgeleito. von Bataieu, vimleu Tuuronuuigeneu wie HPV E6 oder E7 
Mh, , Tumorauugeueu wie B-Lympuou,-^, .d^Au^ 
BCRA-!, CA !25, c-Fetoprotoiu, CEA uud p 53 . Femer sbd kodiereude Sequen- 
zen fljr Blutgeriuaungsfaktoren wie zJ3. Faktor Vm oder Faktor K Oder Faktoren 
voo audereu bekeuuteu moDogeuetiscuen Erbertaukuogen geeignet 

Gem* eiuer weitoreo be^en Ausfutauagsfom, umfass. daa Vektodcou- 
•ttt urch. ftr Poiypept.de kodtaeude Seoueuzea, beiapieb^e zum Etosarz * 
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Ribozyme, Antisense-RNAs oder interfering RNAs (RNAi), die somit von dem 
Begriff "Transgen" mit umfasst sind. 

DemgemaB wild im Rahmen der erfindungsgemaBen Verwendung in einer beson- 
5 ders bevorzugten Ausfuhrungsform zur Herstellung von rAAV eine Zelle ver- 
wendet, die mindestens eine Kopie eines Helferkonstruktes zur Expression minde- 
stens eines AAV Rep-Proteins und mindestens eines AAV Cap-Proteins und 
zusatzlich mindestens eine Kopie eines rekombinanten Vektoikonstruktes entMlt. 
Das Vektorkonstrukt ist wiederum dadurch gekennzeichnet, dass es eine fremde 
10 DNA trSgt, die von mindestens einer ITR-Region flankiert wird. 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform liegen die fQr das Rep- 
Protein und das Cap-Protein kodierenden Nukleinsauren funktionell getrennt vor 
und sind operativ mit den naturlichen regulatorischen Sequenzen von AAV ver- 
15 bunden. 

Bei der Verwendung eines Herpes-Virus ffir die Herstellung eines viralen Vektors 
in mit Helferkonstrukten stabil transfizierten Zelllinien kommt es erfindungsge- 
maB zu einer Steigerung der VerpackungsefiBzienz auf eine H6he von mindestens 
20 1 0 9 , vor allem 10 10 , bevorzugt 10 11 oder 10 12 , insbesondere 10 13 genomischen 
Partikeln/ml Rohlysat, was 10 5 bis 10 8 genomischen Partikeln pro ausges&ter 
Zelle entspricht Dies bedeutet eine Steigerung der Verpackungseffizienz urn das 
bis zu 26fache bei stabil transfizierten Zellen. 

25 Unter dem Begriff "Herpes-virale Gene M werden die Gene von Herpes-Viren ver- 
standen, deren Genprodukte die Methylienmg der DNA inhibieren, aufheben oder 
die Transkription methylierungsunabhangig machen (siehe oben). 

Gegenstand der Erfindung ist damit auch die Verwendung eines Herpes-Virus 
30 oder Herpes-viraler Gene ftr die Herstellung eines viralen, von Parvoviren abge- 
leiteten Vektors in mit Helferkonstrukten stabil transfizierten Zelllinien zur Stei- 
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gerung der Verpackungseffizienz auf mindestens das 5fache, vor allem das 
lOfache, bevorzugt das 20fache und insbesondere das 25facbe im Vergleich zu 
einer Herstellung unter Verwendung eines Adenovirus ohne Zugabe von DNA- 
Methyh'erungsinhibitoren. 

5 

Obige Ausfuhrungen und Ausfubrungsformen zu Veipackungszellen, Vektorzel- 
len, Produktionszellen, Helferkonstrukten, Vektorkonstrukten und viralen Vekto- 
ren beziehen sicb ebenso auf diesen Gegenstand der Erfindung. 

5 tWaSChenderWeiSe konnte » dieser Erfindung die beobachtete Hem- 

mung der Verpackungseffizienz bei Verwendung von Verpackungs- und Produk- 
tonszelllinien und AdV als Helfervirus aucb durcb die alleinige Verwendung von 
Viren der Herpes-Famine wie zB. HSV-1 als Helfervirus aufgehoben werden. 
Dies gilt insbesondere fur AAV und war aus bisherigen Beschreibungen zur gene- 
rellen Verwendung von HSV-1 als Helfervirus fur AAV nicht zu erwarten (z.B 
Weindler and Heilbronn (1991) J. Virol. 65:2476-83; Conway et al. (1997) J Vi ' 
roL 71:8780-9). " 

Vorteil dieses Gegenstands der vorliegenden Erfindung ist, dass durcb den Einsatz 
von Herpesviren als Helferviren bei der HersteUung von viralen Vektoren die 
Verpackungseffizienz deutlich gesteigert werden kann. Dies gilt in besonderem 
MaBe fur rAAV und ganz besonders fur die Herstellung von rAAV in stabilen 
AAV-Verpackungs- und/oder Produktionszeminiea Somit wurde gezeigt, dass 
rAAV in stabilen AAV-Verpackungs- und/oder Produlcdonszclllinien effizient 
hergestellt werden kann. 



Gema* dieser Erfindung bezieht sicb der Ausdruck Herpesvirus auf ein beUebiges 
Virus der HerpesWFamilie, ob naturUch vorkommend oder rekombinant Na- 
tOrhch vorkommende Herpesviren sind z.B. HSV-1, HSV-2, HSV-3 (Varizella 
Zoster), HSV-4 (Epstein-Barr-Virus), HSV-5 (CytomegaUe-Virus), HSV-6 HSV- 
7 Oder HSV-8 oder tierische Herpesviren. Rekombinante Herpesviren sind im 
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Stand der Technik bekannt Geeignet sind z.B. onkolytische Herpesviren wie z.B. 
G207 oderNV1020. 

GemSB einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist der virale Vektor von einem Par- 
5 vovirus, besonders bevorzugt von einem AAV, insbesondere von AAV-1, AAV- 
2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-7 oder AAV-8 abgeleitet. 

Da ein Problem der AAV-Herstellung unter Verwendung der Induktion mit Hel- 
ferviren darin besteht, die Helferviren anschlieBend zu inaktivieren, wShrend die 

10 hergestellten AAV aktiv bleiben mtissen, ist eine bevorzugte Ausfuhrungsform 
dieser Erfindung die Verwendung von rekombinanten Herpesviren. Diese Ausfuh- 
rungsform ist nicht auf AAV beschrSnkt, sondern gilt allgemein f&r alle Venven- 
dungen im Rahmen der vorliegenden Erfindung. In der Literatur sind viele repli- 
zierende oder nicht-replizierende Herpesviren bekannt, z.B. G207 oder NV1020. 

15 Solche Viren haben den*Vorteil, dass in menschlichen klinischen Studien gezeigt 
wurde, dass solche rekombinanten Herpesviren sicher sind und in Menschen inji- 
ziert werden kSnnen. Die Verwendung solcher rekombinanter Viren Mgt deswe- 
gen zur Sicherheit einer AAV-Herstellung bei, da geringe Verunreinigungen von 
AAV-Produkten fur Menschen nicht gefahrlich smd. 

20 

Eine weitere ganz besonders bevorzugte Ausfiihrungsfonn ist ferner die Verwen- 
dung von Heipes-viralen Helfergenen fur die Herstellung eines viralen, von Par- 
voviren abgeleiteten Vektors in mit Helferkonstrukten stabil transfizierten Zellli- 
nien zur Steigerung der VerpackungseflSzienz. Unter dem Begriff "Heipes-virale 

25 Helfergene" werden die Gene von Herpesviren verstanden, deren Genprodukte fur 
die Replikation der AAV notwendig sind bzw. diese fordern (siehe oben). So 
k6nnen anstelle einer Infektion der Zellen fur die AAV-Herstellung mit einem 
Herpes-Virus die Herpes-viralen Helfergene auch transient oder insbesondere 
stabil in die Zellen transfiziert werden. Entsprechende Helfergene sind oben be- 

30 schrieben. eingeschlossen. Dies kfinnen beispielsweise die sieben Replikationsge- 
ne UL5, UL8, UL9, UL29, UL30, UL42 und UL52 sein. UL 5, 8 und 52 bilden 
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den HSV HeliWPrimase Komplex, UL29 kodiert ftr das Einzelstrang-DNA 
Bmdungsprotein,TJL42 fur ein Doppelstrang-DNA Bmdungsprotein, UL30 ko- 
diert fur die HSV DNA Polymerase and UL9 kodiert schlieBlich fur ein Protein, 
welches an den HSV Replikationsursprung bindet (siehe Weindler FW and Heil 
5 bronnR (1991) J. Virol. 65(5):2476-83). 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Verfahren zur HersteUung von viralen, 
von Parvoviren abgeleiteten Vektoren, das dadurch gekennzeichnet ist, dass bei 
der HersteUung ein DNA-MethyUerungsinhibitor verwendet wird 

) 

Bevorzugte Ausfuhrungsforrnen des erfindungsgemaQen Verfahrens beziiglich 
DNA-MethyUerungsinhibitoren, VerpackungszeUen, VektorzeUen, Produktions- 
zellen, Helferkonstrukten, Vektorkonstrukten und viralen Vektoren entsprechen 
denjenigen der obigen erfindungsgemaBen Verwendung. 

to] Rahmen der erfindungsgemaBen Verwendung oder des erfindungsgemaBen 
Verfahrens wird ein gering- oder nicht methyUerter viraler Vektor hergestellt 
Vorzugsweise ist fur die Steigerung der Ausbeute an viralen, von Parvoviren ab- 
geleiteten Vektoren vor allem eine geringe bzw. nicht vorhandene Methylierung 
der rep- und cap-Gene bzw. derer Promotoren notwendig. 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der virale von Par- 
voviren abgeleitete Vektor ein Vektorkonstrukt 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ebenfalls ein Vektorkonstrukt, 
das dadurch gekennzeichnet ist, dass nicht mehr als 50 %, bevorzugt nicht mehr 
als 20 o/ 0 , besonders bevorzugt nicht mehr als 10 % der vorhandenen Methylie- 
rungstellen methyliert sind. 

Ein VorteU solcher gering oder nicht-methylierten Vektorkonstrukte liegt darin, 
dass diese bei der Transduction in die Empfangerzellen, besonders Saugerzellen, 
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ganz besonders humane Zellen, aufgrund des niedrigen Methylierungsgrades star- 
ker exprimiert werden als vergleichbare methylierte Gene. 

Somit werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung Verfahren und Verwen- 
5 dungen bereitgestellt, welche eine ErhShung der Ausbeute bei der Herstellung 
viraler Vektoren ermoglichen. 

Die Erfindung wird im folgenden durch Beispiele und Figuren erlautert 

10 

Kurze Beschreibung der Figuren 

Fig. 1 zeigt die Titer (transduzierende Partikel (tp) pro ml) eines transduzierenden 
15 rAAV-(B7.2/GM-CSF) (auf AAV-2 basiert) drei Tage nach HSV-1 Infektion oder 
nach AdV Infektion (jeweils MOI 10). AdV wurde entweder allein oder in Kom- 
bination mit jeweils 50 mM Na-Butyrat (But), 3 uM Trichostatin A (TSA) oder 3 
uM 5-Azacyudin (Aza) (Sigma, Deisenhofen) gegeben. Standard bedeutet transi- 
ente Co-Transfektion von HeLa-Zellen mit pAAV-(B72/GM-CSF) sowie des 
20 AAV-2 rep/cap-Helferplasmids und Infektion mit Adenovirus (AdV) (MOI 10), 
Emte 3 Tage nach Infektion. 

Fig. 2 zeigt eine Western-Blot Analyse der AAV-2 Rep und Cap Expression in 
PToduktionszelleh, jeweils nach AdV oder HSV-1 Infektion (jeweils MOI 10). 

25 

Fig. 3 zeigt eine schematische Darstellung des Vektorkonstrukts pAAV- 
(B7.2/GMCSF). 

Fig. 4 zeigt die schematische Darstellung des Helferkonstrukts pUCp5Repd!37, 
30 dasfurRep40,Rep52,Rep68undRep78kodiert. 
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pUCp5pl9p40CapdI37, das fir VP1, lb VP2 and fflr VPS kodiert 

pUCdKepTSdlCapatBS^.dasfar^^uMR^kodi^ 

S» 7 ^3!L* DMStelh,,,g ** Helfetemrute 

VP2undfllrVP3kodiHt. ™»«.nr 

tor d« AAV-Genoms « .* da, ^ Po . 
WA^gna! d« AAV-Genoms (,,pA«). W eitoaia « de 

^^R^unddeseVQensvonAAVgadgt 

Fig. 9 zaig, sc^xb ein Pep TS^eftdeMc Hdferptandd * ^ 

VP1, fin- VP2 und ftir VP3 kodiert 



Beispiele 

A. Zeillqil Hi r 

Bin HeLa-t-Zellen vo- HcU, ^ 

"V^.teMU,..!. (5 x ,0« bis 1 x .O'ZefaproKzyoaa, 

pro nd) ™d. ta Wasserbad bei 37 = C .uf^ Die ^ 
tazu '«^DME M (Du^. smKfiflz ^ Ba8|eMedta 
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Minuten bei 200 g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml DMEM resus- 
pendiert und die Zellen erneut 5 Minuten bei 200 g zentrifugiert AnschlieBend 
wuiden die Zellen in 20 bis 30 ml DMEM/10% FKS (fotales Kalberserum) re- 
suspendiert und bei 37°C, 5% CO2 kultiviert. 

5 

Zellkultur und TimarfMrrinnm 

HeLa-t-Zellen und die abgeleiteten Verpackungs- und Produktionszellen wur- 
den als adhMrente Kulturen in DMEM/10% FKS bei 37°C, 5% CO2 gehalten. 
Zur Selektion stabiler Verpackungszellklone wurde Neomycin zu einer End- 
10 konzentration von 800 fig/ml zugegeben. 

Die Transfektionen wurden mit Hilfe herkSmmlicher Calcium-Phosphat- 
Prazipitationsmethoden und Endotoxin-freier Plasmid-DNA durchgefiihrt, die 
unter Verwendung von Kits der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) prSpariert 
worden war. 

15 

B. Vektoren 

Plasmidkonstruktion 

Die Plasmide (Vektorplasmide und Helferplasmide), die im Rahmen der vor- 
liegenden Erfindung verwendet wurden, wurden unter Anwendung von Stan- 
20 dardklonierungstechniken, wie sie bei Sambrook et al., (1989), supra, nachzu- 
lesen sind, hergestellt 

Das Plasmid pUCp5Rep (Fig. 8) wurde durch Deletion eines DNA-Fragments 
hergestellt, das die Nukleotide 2300-4170 des AAV-Genoms enthielt (RuflBng 

25 et al. (1994) J. Gen. Virol. 75, 3385-3392 (Gene Bank Accession No. AF 
043303). pUCp5Repdl37 wurde durch Deletion der AAV-Basen 4461 - 4497 
aus pUCp5Rep gewonnen. Das Plasmid pUCp5pl9p40Cap (Fig. 8) wurde 
durch Deletion des DNA-Abschnitts zwischen den Nukleotiden 350 bis 650 
und 1045 bis 1700 des AAV Genoms erhalten. pUCp5pl9p40Capdl37 wurde 

30 durch Deletion der AAV-Basen 4461 - 4497 aus pUCpSpl 9p40Cap gewonnen. 
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Die Vektorkonstrukte ftr pAAV-(B7.2/GM-CSF) wurden mit Hilfe des pCI- 
Plasmids der Firma Promega (Deutschland) konstruiert und anschliefiend in ein 
pUC19-basiertes Plasrnid, welches die ITR-Sequenzen aufwies, uberfiihrt (vgl 
WO 00/47757). 

Das Rep-Helferkonstrukt P UCdlRep78dlCapdl37 wurde durch Deletion der 
Nucleotide 3046 bis 4149 aus dem Helferkonstrukt pUCdlRep78Cap 
(RBS)dl37; Klonierung siehe WO 00/47757 S.26 Z.14 bis S29 Z5 als 
pUC»ARep78Cap»(RBS) A37) unter Verwendung des Restriktionsenzyms 
Apal hergestellt Die entsprechenden Plasmidkarten sind in den Abbildungen 3 
bis 7 dargestellt. 

Das Helferplasmid P UCp5RepdI37 fthrt zur Expression aller vier AAV-Rep- 
Proteine Rep 78, Rep 68, Rep 52 und Rep 40. Das Helferplasmid 
pUCdlRep78dlCap(RBS)dl37 fthrt zur Expression von Rep 68, Rep 52 und 
Rep 40. Das Helferplasmid pUCp5 P 19p40Capdl37 fthrt zur Expression alle 
drei AAV-Kapsidproteine VP1, VP2 und VPS. Das Vektorplasmid pAAV- 
(B7.2/GM-CSF) fthrt zur Verpackung des rAAV-(B7.2/GM-CSF)-Genonis in 
AAV-Partikel und zur Expression von B7.2 und GM-CSF in den mit diesen 
AAV-Partikeln infizierten Zellen. 

C. Herstellung von Trillin^ 

Herstellunr von stahilen y^ acjgmgs^Ulinjgg ftrnj A V 
HeLa-t-Zellen wurden mit den Plasmiden P UCp5Repdl37 
pUC P 5pl9p40Capdl37 und pCI-neo (Promega) im Verhaltnis von 1010-1 oder 
mitpUCdlRep78dlCapdl37, pUC P 5pl9p40Capdl37 und pCI-neo im Verhaltnis 
von 10:10:1 kotransfiziert Stabil transfizierte Zellklone warden zunMchst auf 
Neomycinresistenz selektiert. Anschlieflend wurde auf rAAV- 
Verpackungseffizienz selektiert, indem die Klone jeweils mit einem Vektor- 
plasmid (zB. P AAV-(B7.2/GM-CSF, siehe Fig.3) transient transfiziert und mit 
Adenovirus uberinfiziert warden. Die hergestellten Lysate wurden bezuglich 
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des transduzierenden rAAV-Titers analysiert Die Zellklone, die zu den hfich- 
sten rAAV-Titern ftihrten und auch in hoher Passagenzahl noch gleichbleiben- 
de rAAV-Titer ergaben, wurden expandiert. 

5 Herstelhing einer stabilen Produktionszelllinie fur rAAV 

Zur Herstellung einer stabilen Produktionzelllinie fiir rAAV-(B7.2/GM-CSF) 
wurde die oben beschriebene C97-Zelllinie stabil mit dem rekombinanten Vi- 
rus rAAV-(B7.2/GM-CSF) infiziert Die Selektion positiver Zellklone erfolgte 
in rAAV-Produktionstests durch Infektion mit Adenovirus, Analyse der ent- 
10 sprechenden Lysate beztiglich des transduzierenden rAAV-Titers und Expansi- 
on der Klone, die zu den hfichsten rAAV-Titern ftihrten und auch in hoher Pas- 
sagenzahl noch gleichbleibende rAAV-Titer ergaben. 

D. Verpackung/Herstellung von rAAV 

15 Herstellung von rAAV mit Hilfe von Verpack ungszellinien 

Die Herstellung von rAAV mit Hilfe der Veipackungszelllinien (zJB. 2,5 x 10 5 
ausgesate Zellen in einer einer Zellkulturschale mit 6 cm Durchmesser, ausge- 
sat 1 Tag vor der Transfektion) erfolgte zu Beginn durch transiente Transfekti- 
on eines Vektorplasmids (zJB. pAAV-(B7.2/GM-CSF)) gefolgt von einer In- 

20 fektion mit Adenovirus G^nultiplicity of infection" MOI 10) 24 Stunden nach 
der genannten Transfektion. Nach der beobachteten Abschaltung der in den 
Veipackungszellen integrierten rep- und cap-Gene wurde die Herstellung da- 
hingehend modifiziert, dass zusammen mit der Adenovirus-Infektion die Zu- 
gabe von 5-Azacytidin (Sigma, Deisenhofen) bis zu einer Endkonzentration 

25 von 3 jiM zu den Zellen erfolgte oder dass an Stelle der Adenovirus-Infektion 
nur mit HSV-1 (MOI 10) infiziert wurde. 

Nach weiteren 72 Stunden wurden die Lysate durch Frier-Tau-Lyse hergestellt 
und von den ZelltrOmmern befieit. Adenovirus oder HSV-1 wurden bei 56°C 
30 hitzeinaktiviert 
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HagteUunavon rAAV mit Hilf gy on ftpdnkflmmftfrn 
Die HersteUung von rAAV-(B7.2/GM-CSI0 mit Hilfe der ProduktionszeU- 
Inuen (z.B. 1 x 10 « ausgesSte ZeUen in einer ZeUkdturschale mit 6 cm Durch- 
messer, ausgesat 1 Tag vor der Infektion) erfolgte zu Beginn durch Infektion 
nut Adenovirus (^ultipUcity of infection" MOI 10). Nach der beobachteten 
Abschaltung der in den ProduktionszelUinien integrierten rep- und cap-Gene 
wurde die HersteUung dahingehend modifiziert, dass zusammen mit der Ade- 
novirus-Infektion 5-Aza-Cytidin (Sigma, Deisenhofen) bis zu einer Endkon- 
zentmtion von 3 uM zu den ZeUen erfolgte oder dass an SteUe der Adenovirus- 
Infektion mit HSV-1 (MOI 10) infiziert wurde. Nach 72 Stunden wurden die 
Lysate durch Frier-Tau-Lyse hergestellt und von den ZelltrOmmem befreit 
Adenovirus oder HSV-1 wurden bei 56°C hitzeinaktiviert Bei der HersteUung 
von rAAV mit Hilfe von PmduktionszeUlinien entfaUt der Transfektions- 
schnitt, so dass man nicht mehr auf eine adharente Kultivierung der ZeUen an- 
gewiesen ist 

Beispiel 2: A A V-Produkrinn in Prnink tionszellen m v^^_ T|Mff| 

Urn festzusteUen, ob es ein auf Histon-DeacetyUerung oder DNA-MethyUenmg 
beruhenden Effekt gibt, wurden die ProduktionszeUen mit dem eber unspezifi- 
*» Inhfchor der Histon-DeacetyUerung Na-Butyrat (But) (Sigma, Deisenho- 
fen) . mit dem spezifischen Inhibitor der Histon-DeacetyUerung Trichostatin A 
(TSA) ( Sl gma, Deisenhofen) oder mit dem DNA-MethyUerungsinhibitor 5-Aza 
Cyhdm (Aza) ( Sigm a, Deisenhofen) behandelt (siehe Fig. 1). AU e behandelten 
ZeUen wurden auch mit Adenovirus (AdV) infiziert. In mehreren Experiments 
konnte gezeigt werden, dass die Infektion der ProduktionszeUen mit Adenoviren 
als Helferviren eine vergleichsweise geringe Ausbeute an transduzierenden rAAV 
Parhkeln (tP) erbrachte, wohingegen die Pro duktion von rAAV mittels transienter 
Wektion von Heifer- und Vektorkonstrukt und Infektion mit Adenovirus eine 
sehr gute Effizienz aufvvies. 
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Diese AAV-Verpackungseffizienz konnte entweder durch Verwendung von HSV 
als Helfervirus oder durch AdV in Kombination mit Aza wiederhergestellt wer- 
den; dagegen fiihrten But und TSA zu keiner Steigerung der AAV- 
VerpackungseflBzienz. 

5 

Anscheinend gibt es eine durch DNA-Methylierung verursachte Unterdruckung 
der AAV-Gene, welche durch HSV oder durch AdV in Verbindung mit einem 
DNA-Methylierungsinhibitor aber nicht durch AdV alleine uberwunden werden 
kann. 

10 

Beispiel 3: Rep und Cap Expressionsspiegel von Produktionszellen nach Infektion 
mit HSV oder AdV 

Ein Vergleich der Expression von AAV-2 Rep und Cap von den integrierten rep 
15 und cap Genen in Produktionszellen nach HSV-1 oder AdV Infektion zeigte deut- 
lich, dass AdV im Gegensatz zu HSV-1 nicht zu einer signifikanten Expression 
von Rep und Cap fthrte (siehe Fig. 2). Dies zeigt wieder die UnterdrQckung der 
integrierten AAV-2 Gene. 

20 In diesem Versuch wurden pro Ansatz 2E4-06 Zellen mit HSV-1 bzw. Adenovirus 
(jeweils MOI 10) infiziert. 48 h nach Infektion wurden die Lysate hergestellt, 1:1 
mit 2xProteinpuffer (100 mM Tris-Cl pH 8,0, 2 mM EDTA, 4% SDS, 20% Gly- 
cerol, 10% Beta-Mercaptoethanol, 0,02% Bromphenolblau) versetzt und 5 min bei 
95°C aufgekocht. Von jedem Ansatz wurden gleiche Mengen im SDS- 

25 Polyaciylamid-Gelelektrophorese-Verfahren (SDS-PAGE) aufgetrennt. Der 
Transfer auf eine Nitrozellulose-Membran erfolgte im Semidry-Verfahren. Der 
Nachweis erfolgte mit dem Rep-spezifischen Antikflrper 303.9 und dem Cap- 
spezifischen Antikorper Bl (Wistuba et al. (1997) J. Virol. 71:1341-1353). 

30 
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Patentanspruche 

1. Venvendong eines DNA-MethyHerungeinhibtas a* Henaelbng VO n vWen. 
von Parvoviren abgeleiteten Vektoren. 

2. Venvendong n aeh Ansproeh ,, ^ caarateiaer , ^ fc 
Me.byner.n.gainlnbi.or ein NukJe^-Anologon, oin niederreolokuhrer Inhi- 
taor. ein von DNA obgelefteler direter tabibta dor DNA-Cytosin- 

ein Andse.se OMgonokJeodd-ndnbhor dor DNA-Cytosin- 
Mcaytonsfere* oder oin tfapes-Vina, insbesondere .in HSV odor Herpes- 
virale Gene ist v 

' 3. Verwendung nach eine m der AnsprOche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass der DNA-Methylierungsiniubitor aus der Gruppe bestehend aus 5-Aza- 
Cytxdan, 5-Aza-Desoxycytidin, 5-Fluorocytosin, S-Adenosyl-Honiocystein 
oder EGX30P ausgewahlt ist mocystem 

der vnale Vektor in einer Zelle hergesteUt wini, die die zur Bildung von ) 
spartikeln notwendigen Gene umfasst. 

5. J—i^-emderAn^belbU^ded.obgekenrueiobn^d^ 
der virale Velflor von einer VefctorzeUo neisestellt wild. 

«. J^^^einemderAns^e.bisS,^ 

der ™ale Vektor von einer Verpaeknngszeue oder einer Produkdonszelle ber- 
gestellt wird 

7. Venve.dnng naoh Ansproeh 6, dadoreh gekenrceiehn* does die Verpak- 
kuogszelie oder die Preebknonszene mi, HeiWconadnkten stobi! .master, 

«. VenvondongnaobeinemdorAna^che I bis 7, dadnreb gekennzeiebne,, daaa 
m den, hergeatellren viralen Vetoor nicb. mehr ab 50 %, bevorzug, nieh. mehr 



dass 
von Viru- 
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als 20 %, besonders bevorzugt nicht mehr als 10 % der vorhandenen Methy- 
lierungsstellen methyliert sind. 

9. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass 
durch den Einsatz des DNA-Methylierungsinhibitors die Methylierung der in 

5 den rep und cap Genen oder deren Promotoren vorhandenen Methylierungs- 
stellen inhibiert wird. 

10. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass 
zur Herstellung des viralen Vektors zusStzlich ein Helfervirus zugesetzt wird. 

11. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der DNA- 
10 Methylierungsinhibitor vor dem Zusetzen des Helfervirus eingesetzt wird. 

12. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass der virale Vektor von einem Dependovirus, besonders bevorzugt von ei- 
nem adeno-assoziierten Virus (AAV) abgeleitet ist. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass der virale 
15 Vektor von AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-7 oder 

AAV-8 abgeleitet ist. 

14. Verwendung eines Herpes-Virus bei der Herstellimg eines viralen, von Parvo- 
viren abgeleiteten Vektors in mit Helferkonstrukten stabil transfizierten Zellli- 
nien zur Steigerung der Veipackungseffizienz auf mindestens das Sfache, vor 

20 allem das lOfache, bevorzugt das 20fache und insbesondere das 25fache im 
Vergleich zu einer Herstellung miter Verwendung eines Adenovirus ohne Zu- 
gabe von DNA-Methylierungsinhibitoren. 

15. Verwendung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass zur Herstellung 
des viralen Vektors eine Zelle wie in den Anspriichen 4 bis 7 definiert ver- 

25 wendetwird. 
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16. Verwendung nach einem der Ansprflche 14 oder 15, dadurch gekermzeichnet 
dass der virale Vektor von einem Parvovirus, besonders bevorzugt von einem 
AAV, insbesondere von AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6 
AAV-7 oder AAV-8 abgeleitet ist 

17. Verwendung nach den Anspruchen 12, 13 und 16, dadurch gekennzeichnet, 
dass zur Herstellung von rAAV eine Zelle verwendet wird, die mindestens ei- 
ne Kopie eines Helferkonstruktes zur Expression mindestens eines AAV Rep- 
Proteins und mindestens eines AAV Cap-Proteins und zusatzlich mindestens 
erne Kopie eines rekombinanten AAV-Plasmids, das fiemde DNA, die von 
ITR-Regionen begrenzt wird tragi, enthait 

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die ftr das 
Rep-Protein und das Cap-Protein kodierenden Nukleinsauren funktionell ge- 
trennt vorliegen und operativ mit den naturlichen regulatorischen Sequenzen 
von AAV verbunden sind. 

19. Verfahren zur Henrtellung von viralen, von Parvoviren abgeleiteten Vektoren, 
dadurch gekennzeichnet, dass bei der Herstellung ein DNA- 
MethyUerungsinhibitor verwendet wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass die Verwendung 
des DNA-Methylierungsinhibitors wie in den Anspruchen 3 bis 13, 17 und 18 
definiert ist 

21. Von Parvoviren abgeleitetes Vektorkonstrukt, dadurch gekennzeichnet, dass 
mcht mehr als 50 %, bevorzugt nicht mehr als 20 %, besonders bevorzugt 
mcht mehr als 10 % der vorhandenen Methylierungsstellen methyhert sind 
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Fig. 9 
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